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anti-hTNF-alpha anti-human tumor necrosis factor alpha 
bp base pair 
cDNA coding desoxy ribonucleic acid 
d Tag(e) 
DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Serum 
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IGF insulin-like growth factor 
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JAK Januskinase 
MAPK mitogen activated protein kinase 
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Monoklonale Gammopathie ungeklärter 
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mRNA messenger ribonucleic acid 
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1 Einleitung 
1.1 Das Multiple Myelom 
 
In diesem Abschnitt werden die wichtigsten Merkmale des multiplen Myeloms abgehandelt. 
Nach einem historischen Rückblick wird auf die Epidemiologie der Erkrankung eingegangen. 
Die Pathogenese wird im Bezug auf genetische Veränderungen näher beleuchtet und 
abschließend ein kurzer Einblick in das Zusammenspiel zwischen Tumor und Stroma gegeben. 
Hier wird ansatzweise auf die Rolle der Matrixmetalloproteinasen beim multiplen Myelom 
eingegangen. 
 
Das multiple Myelom, synonym auch Plasmozytom gennant, gehört zu den Non-Hodgkin-
Lymphomen der B-Zellreihe. Durch die Proliferation eines B-Zellklons werden 
typischerweise monoklonale Antikörper der Klasse IgG oder IgA sezerniert. 
Charakteristisch für die Erkrankung ist die Infiltration des Knochenmarks und die 
Entstehung multipler osteolytischer Knochenläsionen. Der Befall des Knochenmarks geht 
oft mit einer Hemmung der normalen Blutbildung einher. 
 
1.1.1 Geschichte und Epidemiologie 
 
Knochenfunde mit auffälligen Osteolysen zeigen, daß das multiple Myelom eine Krankheit 
ist, der schon seit Jahrtausenden Menschen zum Opfer fallen [1]. Die Erkrankung wurde 
jedoch erstmalig im Jahre 1845 durch den in London praktizierenden Arzt Dr. W. 
MacIntyre beschrieben. Er fasste das klinische Bild seines Patienten, Mr. A. McBean, in 
dem Begriff “mollities et fragilitas ossium” (weiche und zerbrechliche Knochen) 
zusammen. Den Urin des Patienten ließ MacIntyre durch Dr. Bence-Jones untersuchen. 
Dieser konnte ein ungewöhnliches Sediment feststellen, das sich bei Erhitzung auflöste und 
bei Abkühlung wieder präzipitierte. Erst Mitte des 20. Jahrhunderts sollte dieses Sediment 
als Immunglobulin identifiziert werden. Es wurde nach seinem Erstbeschreiber 
Bence-Jones benannt. 
 
In den makroskopischen Knochenläsionen des ersten Myelompatienten entdeckte der 
Chirurg Mr. J. Dalrymple 1846 Zellen, die die Erkrankung von anderen Erweichungungen 
des Knochens abgrenzte. Einige Jahrzehnte später erkannte Wright, daß diese Zellen den 
zuerst von Ramon y Cajal 1890 mikroskopisch beschriebenen Plasmazellen glichen. Otto 
Kahler publizierte 1889 eine detaillierte klinische Beschreibung des multiplen Myeloms, die 
große Beachtung fand. Die Erkrankung wurde in Folge synonym auch „Morbus Kahler“ 
genannt. 
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Eine Therapie für Myelompatienten stand über Jahrzehnte nicht zur Verfügung. Die 
mediane Überlebensdauer nach Diagnosestellung betrug 12 Monate. Erst die Entdeckung 
des Melphalans in den späten fünfziger Jahren des 20. Jahrhunderts machte eine 
Behandlung der Erkrankung möglich, die die mediane Überlebensdauer auf Werte 
zwischen 19 und 50 Monaten anstiegen ließ [2, 3]. 
 
Die von den Erstbeschreibern definierten Symptome wie Knochenmarksinfiltration, 
Osteolysen und Proteinämie und –urie sind auch heute noch entscheidend für die 
Diagnosestellung. Heute ist das multiple Myelom in den westlichen Industrienationen für 
etwa 1-2 % aller aller durch maligne Neoplasien verursachten Todesfälle und für etwa 20% 
aller Todesfälle durch hämatologische Neoplasien verantwortlich. [4]  
 
Das mediane Patientenalter zum Zeitpunkt der Diagnose liegt in Mitteleuropa bei 69 
Jahren. In den meisten, vielleicht auch allen Fällen geht der Erkrankung ein prämaligner 
Tumorzustand voraus, die Monoklonale Gammopathie ungeklärter Signifikanz (MGUS). 
Die Inzidenz der MGUS steigt ab dem 40. Lebensjahr kontinuierlich und tritt bei über 
90-jährigen mit einer Häufigkeit von 10% auf. Die Erkrankung bei Patienten mit MGUS 
schreitet mit einer jährlichen Rate von etwa 1% zum multiplen Myelom fort [5]. In den 
USA kommen beide Erkrankungen in der afroamerikanischen Bevölkerung doppelt so 
häufig vor wie in der kaukasischen. Allgemein sind Männer signifikant häufiger betroffen 
als Frauen. [6]  
 
1.1.2 Ätiologie und Pathologie der Erkrankung 
 
Die starke Verknüpfung im Auftreten von MGUS und multiplem Myelom stützt die 
Hypothese einer mehrschrittigen Tumorprogression, die zum Vollbild der Erkrankung 
führt. Es scheint, als habe der Plasmazellklon bei MGUS zwar die Eigenschaft der 
Immortalität erworben, proliferiere aber kaum. Beim multiplen Myelom kommt es zur 
Proliferation im Sinne einer wachsenden relativen Knochemarksbesiedelung. Eine 
Infiltration des Knochenmarkes von >15% der Zellen gilt als diagnostisches Kriterium für 
das multiple Myelom.  
 
Der Plasmazell-Labeling-Index (LI), das ist der Anteil der Tumorzellen, der aktiv DNA 
synthetisiert, beträgt beim initialen, intramedullären Myelom <1% und steigt mit der 
schrittweisen Transformation an. Die Steigerung der Zellmasse schlägt sich in der Menge 
des produzierten Immunglobulins nieder. Aus der Immunglobulinkonzentration läßt sich 
auf die Tumormasse schließen und sie dient als Verlaufsparameter. 
 
Die Progression des intramedullären Myeloms manifestiert sich in Form fortschreitender 
Knochenläsionen in stammnahen Knochen wie Brust- und Lendenwirbelsäule, Rippen, 
Becken, Sakrum und Schädel. Sie werden oft begleitet von einer Hyperkalzämie.  
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Die fortschreitende Knochenmarksinfiltration führt zu Anämie. Durch immunsuppressive 
Eigenschaften des Tumors kann es zum Immundefizienzsyndrom (sek. Antikörpermangel-
Syndrom) kommen, was mit 70% die häufigste Todesursache darstellt. Stetig steigende 
Paraproteinkonzentrationen führen zu Hyperviskositätssyndromen und renaler 
Schädigung. In einem Bruchteil der Patienten treten Tumoren an extramedullären 
Lokalisationen wie Pleuraflüssigkeit und Dermis auf. 
 
Das extramedulläre Myelom stellt einen weiteren Schritt in der Tumorprogression dar. Bei 
der extramedullären Form sind die Myelomzellen von ihrer spezifischen 
Knochenmarksumgebung unabhängig geworden. [7] 
 
1.1.2.1 Die normale Plasmazell-Entwicklung 
 
Die normale, langlebige Knochenmarksplasmazelle, die hier einen Bruchteil (<1%) aller 
mononukleären Zellen darstellt, produziert annähernd das gesamte im Serum vorhandene 
IgG und IgA (bis >1 ng/d und Zelle). Diese Zellen sind hochdifferenziert, proliferieren 
nicht mehr und exprimieren Zytokine und Adhäsionsmoleküle, die die Interaktion mit 
dem Knochenmarksstroma und der extrazellulären Matrix erlauben. 
 
Sie sind Endpunkt eines Differenzierungs- und Selektionsprozesses, der mit dem Kontakt 
einer reifen B-Zelle mit einem Fremdantigen beginnt. Dieser Schlüsselreiz löst eine Reihe 
somatischer Mutationen in den Leicht- (IgL) und Schwerkettengenen (IgH) der 
Centroblasten aus, die von der Mikroumgebung im Lymphknotenkeimzellzentrum 
stimuliert werden und zur Optimierung der Antikörper- Antigenreaktion führt. 
 
Nur klonal selektierte Centrozyten beginnen daraufhin mit dem Antikörperklassenwechsel 
von IgM hin zu Ig A, D, E oder G. Sie verlassen den Lymphknoten und besiedeln das 
Knochenmark („Homing“), wo ihre Proliferation stoppt und lokale Faktoren wie 
Adhäsionsmoleküle und zytokinsezernierende Stromazellen die terminale Differenzierung 
zu langlebigen Plasmablasten veranlassen. Nach einigen Wochen oder Monaten sterben sie 
üblicherweise durch Apoptose ab. 
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Abbildung 1: Die normale B-Zellentwicklung von der B-Vorläuferzelle zur langlebigen Plasmazelle. Nach 
genetischer Rekombination der Immunglobuline verlassen unreife B-Zellen das Knochenmark, und migrieren in 
den Lymphknoten, wo sie reifen. Antigenkontakt führt entweder zur Bildung einer nur wenige Tage überlebenden, 
kurzlebigen Plasmazelle, die IgM sezerniert, oder zur somatischen Hypermutation und klonalen Selektion im 
Keimzellzentrum. Die hier auf Antikörperspezifität selektierten B-Zellklone entwickeln sich entweder zu Memory-
B-Zelle oder zur langlebigen Plasmazelle. Sie hat einen IgH-Klassenswitch durchlaufen und ist in der Lage, alle Ig-
Klassen zu exprimieren. Ihre Lebensdauer beträgt einige Wochen bis Monate oder gar Jahre. Es ist nicht endgültig 
geklärt, aus welcher Entwicklungsstufe der Myelomzellklon entspringt. Die Myelomzelle entspricht der malignen 
Version der Post-Keimzellzentrums-Plasmazelle. 
 
Auch die maligne transformierten Plasmazellen beim multiplen Myelom stehen im KM im 
engen Kontakt mit KM-Stromazellen. Im Kontrast zu normalen Plasmazellen ähneln sie 
morphologisch häufig Lymphoblasten, sezernieren nur eine geringe Menge an 
Immunglobulinen (einige pg/d und Zelle) und zeigen Änderungen der Antigenität. [8] In 
ihrem Ig-Genom lassen sich Zeichen der abgelaufenen somatischen Hypermutation im 
Sinne einer klonalen Selektion nachweisen. Diese Veränderungen sind stabil und führen zu 
einer konservierten Antigenspezifität der Myelom-Immunglobuline. Diese Erkenntnisse 
führen zur Annahme, daß die onkogen transformierenden Mutationen, die zum multiplen 
Myelom führen, entweder nach der B-Zellselektion stattfinden, oder nicht mit ihr 
interferieren. [9]  
 
Beim multiplen Myelom besteht die Haupttumormasse im Knochenmark in der Regel aus 
CD-138-positiven Plasmazellklonen. Diese Zellen proliferieren jedoch nur in sehr geringen 
Maße. Deshalb wird zur Zeit diskutiert, ob eine stark proliferierende Subpopulation an 
nicht vollständig ausgereiften B-Zellen existiert, die den eigentlich transformierten B-
Zellklon darstellen und Ursache für die Tumorexpansion sind. 
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1.1.2.2 Karyotypische und genetische Veränderungen 
 
Die Entwicklung vom Plasmablasten zum Myelom vollzieht sich in Form von balancierten 
und unbalancierten chromosomalen Translokationen, Deletionen und genetischen 
Punktmutationen. Die Abfolge der molekularen Veränderungen ist nicht streng 
determiniert, beginnen meist jedoch mit einer Translokation im Genlocus 14q32 mit 
Partnern hoher Promiskuität.[10] 
 
1.1.2.2.1 Karyotypische Instabilität 
 
80% der B-Zelltumoren haben ihren Ursprung in Keimzell- oder Post-Keimzell-
Plasmablasten. Im Keinzellzentrum werden also wahrscheinlich intrinsische genetische 
Instabilitäten entfesselt, die physiologisch für somatische Hypermutation und Ig-
Klassenwechsel benötigt werden. Sie führen zur unkontrollierten Mutation [11, 12]. 
 
Translokationen im Bereich der Immunglobulingene spielen die zentrale Rolle bei der 
Entstehung des multiplen Myeloms. Nach neuerer Auffassung unterscheidet man die 
Translokationen in primäre und sekundäre Translokationen. Die primären 
Translokationen sollen früh auftretende und womöglich die Tumorigenese initiierende 
Ereignisse sein, wohingegen die sekundären Translokationen später im Verlauf 
hinzukommen und die Tumorprogression beschleunigen. [13, 14] 
 
Primäre Translokationen führen zur reziproken Translokation eines Schwerketten- (IgH; 
14q32), oder in seltenen Fällen, Leichtkettenimmunglobulins (Ig kappa, 2p12 , Ig lambda, 
22q11) mit einer breiten Palette an Translokationspartnern, die sich zu drei großen 
funktionellen Gengruppen zusammenfassen lassen. 
 
Die erste Gruppe besteht aus den Cyclinen D1 (11q13), D3(6p21) und D2 (12q13), 20-25% 
aller Tumoren betreffend [15, 16]. Cycline sind an der Zellzyklusregulation beteiligt. Zwei 
auf 4p16 codierte Proteine, MMSET und FGFR3 (insgesamt 15% der Fälle) bilden die 
zweite Gruppe.[17, 18] Sie codieren für onkogene Wachstumsfaktorrezeptoren. Die dritte 
Gruppe setzt sich aus zwei B-ZIP-Transkriptionsfaktoren – c-MAF (16q23) und MAFB 
(20q11) – zusammen. Sie treten bei 10% aller Tumoren auf. [19, 20] 
 
Durch Juxtaposition dieser Onkogene mit Ig-cis-regulatorischen Elementen kommt es zur 
abnorm gesteigerten Expression. Schon in MGUS-Läsionen sind diese Translokationen zu 
einem großen Prozentsatz nachweisbar. 
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Ein häufiger Vertreter der sekundären Translokationspartner ist das Onkogen c-myc. Die 
c-myc-Translokation folgt nicht typischen, von anderen hämatologischen Läsionen 
bekannten Mustern, sondern ist komplex und oft drei Chromosomen betreffend. Die 
Häufigkeit, vor allem in fortgeschritteneren Tumorstadien, ist mit 45% aller 
Primärtumoren größer, als bisher angenommen. [21] 
 
Strukturelle chromosomale Veränderungen treten in ca 30% der Fälle in Form von 
Sequenzgewinnen auf, etwa 50% der Myelomzellen weisen zur Diagnosestellung jedoch 
Sequenzverluste oder Monosomien auf. Sequenzverluste des langen Arms von Chromosom 
13 (13q-) sind mit einer schlechteren Prognose assoziiert [22-24] 
 
Weitere, progressionsfördernde und im späteren Verlauf der Erkrankung auftretende 
Ereignisse sind Punktmutationen in Onkogenen wie N-ras, KRAS2 und FGFR3. Ein 
möglicher Effekt der RAS- oder FGFR3-Mutation schein die erhöhte intrinsische Aktivität 
des MAPK-Pathways und die folgende Unabhängigkeit von externem IL-6 zu sein. [25] 
 
Selten und dann erst spät in der Tumorprogression treten Mutationen am 
p53-Tumorsuppressorgen auf. Die Deletion von p53 wird als Endpunkt der 
Tumordysregulation mit Übergang vom soliden Tumor zur Knochenmarksunabhängigen 
Tumorzelllinie interpretiert. [26] 
 
1.1.3 Das multiple Myelom und die KM-Mikroumgebung 
 
Die Interaktion zwischen Stroma- und Krebszellen bei der Tumorprogression rückt 
zunehmend ins Blickfeld der Betrachtung [27]. Normale Plasmazellen, wie auch ihre 
maligne entarteten Gegenstücke in Form von Myelomzellen sind, zumindest in frühen 
Stadien, in Bezug auf Überleben, Wachstum und Differenzierung in höchstem Maße von 
ihrer Umgebung abhängig. Deutlich zeigt sich das Zusammenspiel zwischen Stroma und 
Tumor in der Abhängigkeit früher Myelomstufen von parakrinen Wachstumsfaktoren des 
Knochenmarkstromas wie Interleukin-6 (IL-6) [28, 29].  
 
In späteren Stadien tragen Stromazellen zur Tumorpropagierung durch Knochenläsionen, 
Angiogenese, Invasion und Metastasierung bei. Bei diesen Prozessen müssen häufig 
extrazelluläre Barrieren durchbrochen werden, um Platz für den sich ausbreitenden Tumor 
oder die sprießenden Blutgefäße zu schaffen. An dieser Remodellierung der 
Extrazellulärmatrix sind maßgeblich die Matrixmetalloproteinasen (MMPs) beteiligt. Die 
Eigenschaften der MMPs und ihre Bedeutung für das multiple Myelom werden im 
nächsten Kapitel ausführlich behandelt.  
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1.2 Matrix-Metalloproteinasen 
 
In diesem Kapitel wird der Aufbau und die biologische Funktion der Matrixmetalloproteinasen 
beschrieben. Die vielfältigen Substrate der MMPs werden vorgestellt. Die Erkenntnisse über 
biologische Funktionen der Metalloproteinasen werden mit ihrer Funktion beim multiplen 
Myelom in den Kontext gestellt. Schließlich wird die Regulation der Metalloproteinasen näher 
beleuchtet. Die Einleitung schließt mit der Fragestellung der Arbeit. 
 
Die Extrazellulärmatrix ist unter physiologischen Bedingungen einer steten 
Remodellierung unterworfen, so z. B. bei Embryogenese, Wachstum und Wundheilung. 
Eine überschießende Veränderung der Matrixkomponenten findet sich bei pathologischen 
Prozessen. Sie tritt unter anderem im Verlauf von Tumorerkrankungen auf, insbesondere 
im Rahmen von Invasion, Metastasierung und Angiogenese.  
 
Eng verknüpft mit den Vorgängen der Matrixremodellierung ist die Familie der 
Matrixmetalloproteinasen (MMPs), die auch Matrixine genannt werden. Sie besteht aus 
einer Gruppe zinkabhängiger Endopeptidasen mit der Eigenschaft Extrazellulärmatrix zu 
degradieren. Seitdem 1962 in involutierenden Kaulquappenschwänzen Proteine entdeckt 
wurden, die natives, fibrilläres Kollagen degradieren können, [30] ist die Familie auf 26 
bekannte humane MMP-Gene gewachsen, von denen viele eine Bedeutung bei der 
Tumorprogression besitzen. 
 
1.2.1 Domänenstruktur, Klassifikation und Nomenklatur 
 
Die Klasse der MMP sind auf molekularer Ebene definiert durch eine hochkonservierte, 
zinkbindende Region und ein „Met“-turn Motiv [31]. Sie gehören zur Superfamilie der 
Metzincine, deren katalytische Eigenschaften durch Zinkionen vermittelt wird.  
 
Die Matrixmetalloproteinasen, auch Matrixine genannt, werden als Präpro-Enzyme 
synthetisiert und, mit wenigen Ausnahmen, als inaktive Pro-MMPs sezerniert. 
Entsprechend gehören zur Domänenstruktur der Matrixine eine Signalsequenz und ein 
Propeptid (etwa 80 AS). Die Aktivierung der Pro-MMPs erfolgt bei den meisten MMPs 
durch andere, bereits aktive MMPs oder durch Serinproteasen. Im Fall von Pro-MMP-2 ist 
ein zellwandständiger Komplex von MMP-14 und dem endogenen tissue inhibitor of 
metalloproteinases (TIMP)-2 für die Aktivierung zuständig. 
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Das katalytische Zentrum der MMPs (etwa 170 AS) enthält die zinkbindende Domäne und, 
im Falle von MMP-2 und MMP-9, drei sich wiederholende Fibronektin-Typ-II-Domänen, 
die mit Kollagenen und Gelatinen interagieren. Während über die biologische Funktion der 
sogenannten „Hinge“-Region nichts bekannt ist, zeigt die Hämopexindomäne 
Eigenschaften für die Substratbindung an Kollagen und nicht-substratgebundende 
biologische Funktionen [32-34]. 
 
MMPs besitzen außerdem Bindungseigenschaften für zelluläre Oberflächenrezeptoren und 
Elemente der Extrazellulärmatrix (ECM). Sezernierte MMPs werden damit an Regionen 
der Zelle gebunden, an denen ihre Eigenschaften, z. B. im Rahmen der Migration, benötigt 
werden. Die Bindung der MMPs an die Oberflächenrezeptoren bewirkt im Gegenzug die 
Induktion eines migratorischen Phänotyps [35, 36]. Von Olson et al. konnte gezeigt 
werden, daß Pro-MMPs in der Extrazellulärmatrix eingelagert werden und so als Speicher 
für Situationen mit gesteigertem MMP-Bedarf fungieren [27, 31, 37]. 
 
Signalsequenz
Propeptid
Katalytische Domäne
"Hinge"-Region
Transmembran -
domäne
Zinkbindende Domäne
Hämopexin-
domäne
Minimal-Domäne : MMP-7
Einfache Hämopexin-Domäne : MMP-1 MMP-13
Typ-II fibronektinähnliche repeats : MMP-2 MMP-9
Transmembranäre MMPs : MMP-14
Typ-II Fibronektin
Repeats
 
 
Abbildung 2: Domänenstruktur ausgewählter MMPs. Der Aufbau besteht aus den Strukturkomponenten 
Signalsequenz, Propeptid und katalytische Region mit der hochkonservierten zinkbindenden Domäne. MMP-7 
weist keine Hämopexindomäne auf, die Gelatinasen MMP-2 und MMP-9 besitzen zusätzliche Domänen. 
Transmembranäre MMPs verfügen über eine transmembranäre Domäne. 
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In Ergänzung zur rein strukturellen Einteilung gibt es eine substratspezifische 
Nomenklatur: 
 
Sie unterteilt die MMPs in:  
 
Kollagenasen (Kollagenase-1, -2, -3, entsprichend MMP-1, -8, -13),  
 
Stromelysine (Stromelysin-1, -2, Metalloelastase, Matrilysin, entsprechend MMP-3, -10, -12 
und -7),  
 
Gelatinasen (Gelatinase-A und –B, entsprechend MMP-2 und -9),  
Membranständige MMPs (MMP-14, -15, -16, -17, -23, -24, -25) und  
 
Andere (MMP-12, -19, -20, -28).  
 
Diese Klassifikation orientiert sich an den klassischen Substraten der Metalloproteinasen. 
Die in letzter Zeit entdeckten, nicht zur ECM gehörenden Substrate werden darin nicht 
berücksichtigt. 
 
1.2.2 Substrate der Matrixmetalloproteinasen 
1.2.2.1 Klassische Substratklassen der ECM 
 
Eine Degradation der Extrazellulärmatrix findet in zahlreichen physiologischen und 
pathologischen Situationen statt. Für die Proteolyse der strukturell z. T. stark 
unterschiedlichen ECM-Proteine stehen fünf Klassen von MMPs zur Verfügung, die sich 
durch ihre Substratspezifität unterscheiden. 
 
Die Kollagenasen, darunter MMP-1 und -13 sind in der Lage, fibrilläres Kollagen der Typen 
I, II, III und V u. a. in spezifischer Art und Weise zu spalten. Die resultierenden Fragmente 
denaturieren bei Körpertemperatur und werden durch andere MMPs, z.B. Gelatinasen, 
weiter denaturiert. MMP-1 wird durch Zelltypen des Stütz- und Bindegewebes, 
Makrophagen, Hepatozyten und verschiedene Tumortypen exprimiert und findet sich in 
Umgebungen starker ECM-Remodellierung. 
 
MMP-13 wurde aus humanem Brustzellkarzinomgewebe kloniert und besitzt ein 
außergewöhnlich breites Substratspektrum, das fibrilläre Kollagene, Basalmembran-
Kollagene, Gelatin, Fibronektin, Laminin u.v.m. beinhaltet. Die physiologische Expression 
von MMP-13 ist auf Situationen mit Bedarf an schneller und effektiver ECM-Umgestaltung 
wie das fötale Knochenwachstum beschränkt. Exzessive Expression findet sich bei 
chronisch-entzündlichen und tumurösen Prozessen. 
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Die Stromelysine wie MMP-7 finden sich in Fibroblasten und transformierten Zellen und 
sie besitzen degradierende Eigenschaften für Basalmembrankomponenten, Typ-IV-
Kollagene, Fibronektin, Elastin und andere. 
 
Der Einfluß der Gelatinasen MMP-2 und MMP-9 auf strukturelle Proteine der ECM 
erstreckt sich auf Gelatin, Laminin und Nidogen sowie auch Typ-I-Kollagen und, im Falle 
von MMP-2 die proteolytische Aktivierung von MMP-9 und -13. 
 
Die membranständigen MMPs, kurz MT-MMPs, besitzen ähnliche proteolytische 
Eigenschaften wie Kollagenasen und Stromelysine. Zusätzlich sind MT1-MMP und MT2-
MMP zusammen mit einem spezifischen Inhibitor der Metalloproteinasen, TIMP-2, an der 
Aktivierung von pro-MMP-2 beteiligt. Erhöhte Expression wird auch hier häufig in 
Tumoren beobachtet.[38] 
 
Die MMPs, deren Eigenschaften keine Ähnlichkeit mit denen der vorgenannten Gruppen 
aufweisen, werden unter der wenig aussagekräftige Kategorie Andere MMPs 
zusammengefaßt. Dazu gehören MMPs wie MMP-12, -19, -20. 
 
1.2.2.2  Substrate mit biologischer Aktivität 
 
In Ergänzung zur „klassischen“ Betrachtungsweise, in der MMPs durch Matrixdegradation 
Wege durch die ECM bahnen, ist der biologische Effekt der modulierten ECM ins Blickfeld 
der Betrachtung gerückt. Zum einen üben veränderte Matrixproteine Effekte aus, die das 
Zellverhalten beeinflussen können. Außerdem konnte gezeigt werden, daß eine Reihe von 
in der ECM gebundenen Zytokinen und Wachstumsfaktoren durch MMPs freigesetzt 
werden und so in Interaktion mit Zellen treten können. 
 
Beispiele für biologische Auswirkungen der MMP-Aktivität: 
 
Die Veränderung struktureller ECM-Proteine durch MMPs legt kryptische Stellen 
bestimmter Matrixproteine frei, die Signaleigenschaften haben. Sie können die 
Zellmigration und Invasivität fördern [39, 40].  
 
Zytokine und Wachstumsfaktoren liegen z. T. in gebundener und dadurch in funktionell 
inaktiver Form vor. MMPs besitzen proteolytische Eigenschaften, die Vorstufen dieser 
Botenstoffe zu biologisch aktiven Formen umwandeln können. Durch die Wirkung von 
Matrixmetalloproteinasen können unter anderem aktive Formen von tumor necrosis factor 
α (TNF-alpha) [41], insulin-like growth-factor (IGF), fibroblast growth factor (FGF) [42-44] 
und tranforming growth factor beta (TGF-beta) freigesetzt werden. Auch pro- und 
antiangiogenetische Faktoren wie vascular endothelial growth factor (VEGF) [45] oder 
Angiostatin [46] werden durch den Einfluß von Metalloproteinasen verfügbar gemacht.  
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Wachstumsfaktor-Rezeptoren können durch MMPs inaktiviert werden, wie im Falle von 
epithelial growth factor (EGF)-Rezeptoren wie HER2/neu oder HER4 [47].  
 
MMPs besitzen die Fähigkeit, Adhäsionsmoleküle wie E-cadherin und CD44 von der 
Zelloberfläche zu entfernen, was gesteigertes invasives Verhalten zur Folge hat [48].  
 
1.2.3 Biologische MMP-Funktionen  
 
Zusammengefaßt können durch das Zusammenspiel verschiedener 
Matrixmetalloproteinasen praktisch alle Strukturproteine der Extrazellulärmatrix 
degradiert werden. Proteolyse von extrazellulären Matrixbestandteilen wurde aber schon 
vor einigen Jahrzehnten als wichtiger Bestandteil der Tumorprogression erkannt [49]. Der 
Verdacht, MMPs seien an diesem Prozeß beteiligt, wurde durch die Beobachtung bestätigt, 
daß MMPs in vielen Tumoren und Tumorzelllinien verstärkt exprimiert werden. Einige 
Proteasen wurden durch Klonierung aus Tumorgewebe identifiziert [50, 51]. Die 
Auffassung, Tumorzellen sezernierten MMPs und bahnten sich so ihren Weg durch die 
Extrazellulärmatrix, mußte allerdings einem komplexeren Modell der MMP-Beteiligung 
am Tumorgeschehen weichen. 
 
Die Untersuchung von Tumorgewebsschnitten hat gezeigt, daß die Metalloproteinasen 
hauptsächlich von Stromazellen exprimiert werden, die die Tumorzellen umgeben. Damit 
scheint die erhöhte Expression von MMPs in Neoplasien das Resultat interzellulärer 
Kommunikation zwischen Stroma und den Tumorzellen zu sein [27, 52, 53]. Da durch 
MMPs zelluläre Veränderungen in Gang gebracht werden, die verschiedene Zelltypen 
involvieren und komplexe Vorgänge wie Angiogenese, Migration und Metastasierung 
begünstigen, sind präzise Steuermechanismen zur Feinkontrolle dieser Funktionen 
erforderlich. 
 
Im Folgenden soll auf die Bedeutung der Metalloproteinasen für die Tumorbiologie des 
multiplen Myeloms eingegangen werden. Anschließend werden die Steuermechanismen 
der MMP-Funktion beleuchtet. 
 
1.2.3.1 Osteoklastenrekrutierung und Knochenresorption 
 
Osteolytische Läsionen bilden durch die starke Schmerzentwicklung und pathologische 
Frakturen ein zentrales Problem des multiplen Myeloms. In den letzten Jahren konnten die 
biochemischen Vorgänge, die zu den Osteolysen führen, teilweise aufgeklärt werden. Es 
wurde deutlich, daß es sich um ein Netzwerk aus ineinandergreifenden Prozessen von 
Knochenzellen, Stromazellen und Myelomzellen handelt. 
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Wenn MMPs auch nicht die ursächlichen Agentien für die überschießende 
Osteoklastenstimulation sein mögen, so sind sie dennoch am Prozess der Osteolyse 
beteiligt. Verschiedene MMPs werden im Knochen exprimiert und besitzen wichtige 
Funktionen für die normale Knochenentwicklung wie auch für pathologische 
Knochenveränderungen [54]. Die osteolytische Resorption von Knochengewebe beim 
multiplen Myelom beginnt mit der Rekrutierung von Osteoklasten. MMP-9 trägt durch die 
Aktivierung von latenten TGF-beta zur Rekrutierung bei [55]. Die meist noch knochenfern 
gelegenen rekrutierten Osteoklasten wiederum benötigen matrixdegradierende Proteasen, 
um an die Resorptionsstelle zu gelangen [56]. Am Prozess der Knochenresorption selber 
sind MMPs, zusammen mit Cysteinproteinasen, ebenfalls beteiligt. 
 
Interessanterweise besitzt die Symbiose aus Osteoklasten und Myelomzellen 
stimulatorische Effekte für beide Zellpopulationen. Die osteolytische Aktivität der 
Osteoklasten wird durch Myelomzellen gefördert. Im Gegenzug führen von Osteoklasten 
produzierte Zytokine zur gesteigerten Proliferation von Myelomzellen. Diesen Regelkreis 
zu durchbrechen, würde also nicht nur Reduzierung der Osteolysen, sondern auch 
Einschränkung des Tumorwachstums bedeuten. 
 
1.2.3.2  Angiogenese  
 
Eine ausreichende Versorgung mit Blut und Nährstoffen kann nur für Zellen, die in einer 
maximalen Entfernung von 100 µm von einem Blutgefäß liegen, gewährleistet werden. 
Damit stößt jede proliferative Erkrankung an eine Kapazitätsgrenze, die nur durch Bildung 
neuer Gefäße überwunden werden kann. 
 
In Tiermodellen konnte die Bedeutung von MMP-2, -9, und -14 für die Angiogenese 
nachgewiesen werden. MMP-defiziente Mäuse zeigten eine verringerte Angiogenese in der 
Embryonalentwicklung und bei der Tumorprogression. Der Effekt war von der Tumorart 
abhängig [57].  
 
Die Bedeutung der Angiogenese für das multiple Myelom wurde von verschiedenen 
Autoren beschrieben. Sezer et al. konnten erhöhte Spiegel von proangiogenetischen 
Faktoren im Blut von Myelompatienten nachweisen [58], Rajkumar et al. beschrieben den 
prognostischen Wert der Angiogenese [59].  
 
Auch beim multiplen Myelom gibt es Hinweise für eine MMP-Beteiligung an der 
Angiogenese. Endothelzellen von Myelompatienten haben ein größeres angiogenetisches 
Potential als vergleichbare Zellen gesunder Patienten und ihre Fähigkeit, Mikrokapillaren 
zu bilden, korreliert zudem mit dem Tumorstadium. In den Endothelzellen finden sich 
gesteigerte Spiegel von MMP-2 – mRNA [60].  
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1.2.3.3  Die Bedeutung der MMPs für Invasion und Metastasierung 
 
Die Beteiligung der Matrixmetalloproteinasen an Invasion und Metastasierung 
verschiedener Tumorarten ist gut dokumentiert [32, 38, 51, 61]. Der Effekt von MMPs auf 
Invasion und Metastasierung beruht auf verschiedenen Mechansimen, wie z. B. der 
Degradation von Matrixbarrieren, der Proteolyse von Zell-Matrix-Adhäsionsmolekülen 
oder der Freisetzung migrationsstimulierender Matrixfragmente oder Zytokine. MMP-
Inhibition führt zur Blockierung der Metastasierung 
Die relativ uneingeschränkte Fähigkeit der Tumordissemination ist beim multiplen 
Myelom namensgebend. Warum die Myelomzellen ein so großes Metastasierungspotential 
besitzen, ist noch nicht in allen Einzelheiten geklärt. Eine Beteiligung der MMPs an diesem 
Prozess liegt nahe, denn die Expression von MMPs korreliert mit dem Tumorstadium, und 
erreicht ihren Höhepunkt beim extramedullären Myelom [62]. 
 
1.2.4 Regulation der MMP-Expression 
 
Die biologische Aktivität der Matrixmetalloproteinasen ist unter physiologischen 
Bedingungen einer strikten Kontrolle unterworfen. Sie findet auf mehreren Ebenen statt 
und beinhaltet Modulation der Transkription, Beeinflussung der mRNA-Stabilität, 
Aktivierung der Proteinvorstufen und Inhibition durch spezifische und unspezifische 
Inhibitoren. Die genaue Steuerung der biologischen MMP-Aktivität ist von Zellart zu 
Zellart, von Gewebe zu Gewebe und schließlich von MMP zu MMP unterschiedlich. 
 
Neoplastische Erkrankungen wie das multiple Myelom führen zur Deregulation der 
Zellhomöostase. Genaue Kenntnis über Expression der Metalloproteinasen und die 
Mechanismen ihrer Regulation sind für therapeutische Ansätze unersetztlich. Das Ziel 
dieser Arbeit ist die Klärung der Induzierbarkeit von MMPs beim multiplen Myelom und 
die Bedeutung verschiedener Zytokine und Signalwege für die MMP-Expression in einem 
Tumor-Fibroblasten-Stimulationsmodell.  
 
1.2.4.1  Zytokine und zelluläre Bestandteile 
 
Zahlreiche Zytokine und Wachstumsfaktoren wie  können die Expression von 
Matrixmetalloproteinasen beeinflussen  [63-68]. Die Wirkung auf die MMP-Expression ist 
von zelltyp- und MMP-spezifisch. Die Antwort auf den Zytokinstimulus kann in 
unterschiedlichen Systemen z. T. vollkommen gegensätzlich ausfallen [69, 70].  
 
Eine stimulatorische Funktion konnte für die Zytokine IL-1beta [71, 72] und TNF-alpha 
[72, 73]  nachgewiesen werden. Es gibt Untersuchungen, in denen durch diese Zytokine die 
Expression der Proteasen MMP-1, MMP-2, MMP-9 und MMP-13 gesteigert werden 
konnte . Für MMP-2, -9, und -13 ist die Induzierbarkeit jedoch stark zelltypabhängig. In 
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einigen Zelltypen erfolgt eine Förderung der mRNA-Synthese oder eine mRNA-
Stabilisierung [65], in anderen führt die Stimulation zur Sekretionssteigerung bei gleich 
bleibendem mRNA-Spiegel, wieder andere zeigen gar keine Veränderung [69]. Die 
Expression der TIMPs bleibt unter Stimulation mit Zytokinen weitgehend unbeeinflußt 
[74, 75].  
 
Tranforming growth factor beta (TGF-beta) besitzt ebenfalls MMP-modulierende 
Eigenschaften. In einigen MMP-Gen-Promotorregionen sind TGF-inhibierende Elemente 
(TIE) vorhanden, die die Synthese der MMPs verringern. In einigen Zelltypen jedoch 
werden MMPs durch TGF-beta heraufreguliert [69, 76, 77]. 
 
Auch ECM-Bestandteile haben Einfluß auf die MMP-Synthese. Fibrilläre Kollagene in einer 
dreidimensionalen Matrix konnten die basale Expression verschiedener MMPs steigern. 
Die Zellbindung an Integrine kann über intrazelluläre Signalkaskaden zur Steigerung der 
MMP-Expression führen [75, 78]. 
 
Die Induktion von MMPs durch Zell-Zell-Kontakte ist ebenfalls möglich. Ein 
Zelloberflächenprotein, extracellular matrix metalloproteinase inducer (EMMPRIN), das 
zur Klasse der Immunglobuline gehört, ist in der Lage, die Bildung von MMP-1, -2 und -3 
zu induzieren [79]. 
 
1.2.4.2  Transkriptionelle Regulierung der MMP-Genexpression 
 
Wie zuvor beschrieben, können Wachstumsfaktoren, Zytokine, und der Kontakt mit Zellen 
oder Proteinen der Extrazellulärmatrix die MMP-Expression induzieren. Auf MMP-Gen-
Ebene steuern regulatorische Elemente in den Promotorregionen die Aktivität der 
Transkription. An die regulatorischen Gensequenzen binden spezifische 
Transkriptionsfaktoren und beeinflussen so die MMP-Expression.  
 
Der wichtigste nukleäre Transkriptionsfaktor für die MMP-Transkription gehört zur 
Familie der AP-1 – Transkriptionsfaktoren. Er bindet an das AP-1 – Element, das in der 
Promotorregion zahlreicher MMPs vorhanden ist und steigert so die Transkriptionsrate. 
Andere regulatorische Elemente beinhalten Bindungsstellen für die Familie der ets-
Transkriptionsfaktoren, der z. B. die jun-Faktoren angehören. 
 
Die DNA-Bindungseigenschaften und das Aktivierungspotential dieser 
Transkriptionsfaktoren wird durch ihren Phosphorylierungsgrad bestimmt. Reguliert wird 
die Phosphorylierung dieser Proteine durch Mitogen-aktivierte Protein-Kinasen (MAPKs). 
Hierbei handelt es sich um Serin-/Threoninkinasen, die Signale übermitteln, die durch 
Zellmembranrezeptoren für Zytokine, Wachstumsfaktoren, Hormone, Zell-Zell- und Zell-
Matrix-Interaktionen ausgelöst werden. 
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Man unterscheidet drei MAPK-Signalkaskaden. Der extracellular-regulated kinase 1/2 
(ERK1/2) - Signalweg wird durch eine große Anzahl verschiedener Mitogene und 
Phorbolester aktiviert, wohingegen die Januskinase (JNK) / stress-activated protein kinase 
(SAPK) –  und die p38 - Signalwege durch Stress und inflammatorische Zytokine induziert 
werden. Je nach Situation ergeben sich Muster der Signalwegsaktivierung, in denen oft ein 
Signalweg stärker als die anderen aktiviert wird. Die drei Signalwege kommunizieren aber 
auch untereinander und teilen sich einige Effektorproteine.   
 
Alle drei Kaskaden scheinen an der MMP-Regulierung beteiligt zu sein, jedoch je nach 
Stimulus und Zelltyp in unterschiedlichem Ausmaß. Inwiefern die MAP-Kinasen an der 
MMP-Expression beim multiplen Myelom beteiligt sind, ist bisher unbekannt. 
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1.3 Fragestellung 
 
Die Remodellierung der Extrazellulärmatrix spielt beim multiplen Myelom im Rahmen 
von Zellmigration und –invasion, nicht zuletzt aber bei der osteolytischen Destruktion des 
Knochens eine zentrale Rolle. Matrixmetalloproteinasen sind an all diesen Prozessen 
beteiligt. Zusätzlich wurde in den letzten Jahren erkannt, daß MMPs durch ihre zahlreichen 
Substrate aktiv das Zellverhalten beeinflussen können. Es wurde deutlich, daß komplexe 
Vorgänge wie Angiogenese oder Metastasierung durch MMPs initiiert und gefördert 
werden können. Die gezielte Hemmung dieser Funktionen erfordert ein exaktes Wissen 
über die Expression der verschiedenen Metalloproteinasen beim multiplen Myelom. In 
einem vereinfachten Tumor-Stroma-Interaktionsmodell sollen Myelomzellen und primäre 
Fibroblasten, die als Äquivalent für Knochenmarksstromazellen dienen, auf ihre native 
MMP-Expression und deren Stimulation bzw. Inhibition untersucht werden. Die genauen 
Fragestellungen lauten dabei: 
 
1. Welche MMPs werden in unserem Modell durch Tumorzellen und durch 
Fibroblasten exprimiert? Gibt es Unterschiede? 
 
2. Ist die Expression der Fibroblasten-MMPs modulierbar? Werden Fibroblasten-
MMPs unter dem Einfluß von U266 herunter- oder heraufreguliert? 
 
3. Sind für die Modulation lösliche oder zelluläre Faktoren verantwortlich? Welche 
Faktoren sind beteiligt? 
 
4. Wird die Modulation der MMPs im Rahmen der Transkription oder durch 
posttranskriptionelle Mechanismen vermittelt?  
 
5. Welche intrazellulären Signalwege vermitteln die Modulation der MMP-Synthese? 
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2 Material und Methoden 
2.1 Material 
2.1.1 Oligonukleotide 
 
Alle Primer synthetisiert von  MWG Biotech, Ebersberg 
 
Primer Sequenz 
F 5’ - AC CTT CTA CAA CGA GCT GC – 3’ 
beta-actin 
R 5’ - AC CTT CTA CAA CGA GCT GC – 3’ 
F 5’ - CTG AAG GTG ATG AAG CAG CC – 3’ 
MMP-1 
R 5’ - AGT CCA AGA GAA TGG CCG AG – 3’ 
F 5’ - GCG ACA AGA AGT ATG GCT TC – 3’ 
MMP-2 
R 5’ - TGC CAA GGT CAA TGT CAG GA – 3’ 
F 5’ – GTG GTC ACC TAC AGG ATC GT – 3’ 
MMP-7 
R 3’ – ACC ATC CGT CCA GCG TTC AT – 3’ 
F 5’ - CGC AGA CAT CGT CAT CCA GT – 3’ 
MMP-9 
R 5’ - GGA TTG GCC TTG GAA GAT GA – 3’ 
F 5’ – CAA TTC CGA CCT CGT CAT CA – 3’ 
TIMP-1 
R 5’ – TCA GAG CCT TGG AGG AGC – 3’ 
F 5’ – AGA TGT AGT GAT CAG GGC – 3’ 
TIMP-2 
R 5’ – AGG AGC CGT CAC TTC TCT T – 3’ 
 
2.1.2 Zellen 
 
Primärkultur Vorhautfibroblasten RWTH Aachen, AG A. Bosserhoff 
Zelllinie U266 DSMZ, Braunschweig 
 
2.1.3 Zellkultur 
 
Zellkulturflaschen Polystyrene Falcon, Heidelberg 
6-well plates Falcon, Heidelberg 
4 chamber culture slides Falcon, Heidelberg 
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2.1.4 Nährmedien für die Zellkultur 
 
DMEM PAA Laboratories, Linz, Österreich 
RPMI 1640 PAA Laboratories, Linz, Österreich 
PBS Life Technologies, Paisley, Schottland 
 
2.1.5 Kunststoffartikel und Verbrauchsmaterialien 
 
Lightcycler Kapillaren Roche, Mannheim 
Pipettenspitzen mit Filter Biozym, Oldendorf 
Spritzen für die Zellyse Becton Dickinson, Heidelberg 
 
Nadeln 0,9 mm Neolus Terumo, Leuven, Belgien 
Filter 0,2 µm Minisart Sartorius, Göttingen 
Reaktionsgefäße 1ml Eppendorf, Hamburg 
 
Polymer POP6 zur Sequenzanalyse Applied Biosystems, Weiterstadt 
Tubes 50 ml Eppendorf, Hamburg   
Scientific imaging film Biomax Kodak, Rochester, NY 
 
2.1.6 Chemikalien und Radiochemikalien 
 
100 bp DNA-Leiter Life Technologies, Karlsruhe 
Agarose  GIBCO BRL 
Antikörper anti-h TNF-alpha RDI, Flanders, NJ, USA 
 
Antikörper anti-IL-1beta Sigma-Aldrich, München 
Chloroform Sigma-Aldrich, München 
DNAse I, RNAse free Roche, Mannheim 
 
Ethidiumbromid Sigma-Aldrich, München 
FCS PAA Laboratories, Linz, Österreich 
Gesättigtes Phenol Sigma-Aldrich, München 
 
Isopropanol Sigma-Aldrich, München 
Magermilchpulver   Fa.Applichem 
MAP-Kinase-Inhibitoren Calbiochem, Darmstadt 
 
 PD 98058 
 SB 202190 
   SB 203580 
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Penicillin 10.000 U/ml / 
Streptomycin 10.000 µg/ml Biochrom KG, Berlin  
SDS Sigma-Aldrich, München 
SSC Sigma-Aldrich, München 
 
ß-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich, München 
Template Suppression Reagent Applied Biosystems, Weiterstadt 
Trypsin/EDTA  GIBCO BRL 
 
2.1.7 Lösungen 
 
Lösungen für die DNA-Gelelektrophorese 
 
DNA-Farbmarker 
15% Glycerin 
10% Ficoll 
40mM EDTA pH8,0 
0,2% Xylencyanol 
0,2% Bromphenolblau 
 
 
10x TBE 
1M  Tris-Base 
1M Borsäure 
20mM EDTA pH8,0 
gelöst in  aq bidest 
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Lösungen für den cDNA-Expressions-Array 
 
Denaturierungslösung (pH 4,0) 
2,7 M Guanidin Thiozyanat 
1,3 M 
Ammonium 
Thiozyanat 
0,1 M  NaOAc 
gelöst in  RNAse-freiem H2O 
 
Phenol-Sättigungspuffer (pH 4,0) 
19 vol.% Glycerol 
0,25 M NaOAc 
gelöst in  RNAse-freiem H2O 
 
10x MOPS-Puffer (pH 7,0), autoklaviert 
0,4 M MOPS 
0,1 M NaOAc 
10 mM  EDTA 
gelöst in  RNAse-freiem H2O 
 
20x SSC 
3M  Natriumchlorid 
0,3M Natriumcitrat 
gelöst in  aq bidest 
 
2.1.8 Reaktionskits 
 
AmpliTaq FS BigDyeTerminator Applied Biosystems, Weiterstadt 
AMV RT-PCR-Kit Roche, Mannheim 
Atlas cDNA Expression Array CLONTECH, Heidelberg 
 
FastStart DNA Master SYBR Green I Roche, Mannheim 
Microspin Columns Amersham Pharmacia, Freiburg 
MMP-1 und MMP-2 human ELISA system Amersham Pharmacia, Freiburg 
 
RNeasy Mini Kit Quiagen, Hilden 
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2.1.9 Geräte 
 
Brutschrank Heraeus, Hanau 
ELISA-Reader Lambda E MWG Biotech, Ebersberg 
Gelkammer Blue Marine 100 SERVA, Heidelberg 
 
LightCycler Instrument Roche, Mannheim 
Magnetrührer IKAMAG RCT basic,  IKA-Werke, Staufen 
Photometer Ultrospec 3000 Pharmacia Biotech, Cambridge, UK 
 
Sequenziergerät AbiPrism 310 Applied Biosystems, Weiterstadt 
Sicherheitswerkbank Biohit Antares 
Thermoblock Thermomixer compact Eppendorf, Hamburg 
 
UV-Lamina Clene Cab Plus Herolab 
Vortexer Reax Top Heidolph, Schwabach 
Wasserbad GFL, Burgwedel 
 
Hochgeschwindigkeitszentrifuge RC 5B Plus Kendro/Sorvall, Hanau 
Zentrifuge für die Zellkultur Rotanta Hettich, Bäch, Schweiz 
Mikroskope für die Zellkultur Carl Zeiss, Oberkochen 
 
UV-Leuchtfeld MWG-Biotech, Ebersberg, BRD 
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2.2 Methoden 
2.2.1 Zellkulturen 
 
Alle Arbeiten mit Zellkulturen müssen unter keimfreien Bedingungen erfolgen, da die 
Zellkulturmedien einen hervorragenden Nährboden für Mikroorganismen abgeben. Zwar 
stellt die Zugabe von Penicillin/Streptomycin zum Nährmedium einen gewissen Schutz 
dar, eine Kontamination von Medium sollte aber stets durch Primärprävention vermieden 
werden. Deshalb erfolgen alle Arbeiten unter einer Lamina, die durch einen permanenten 
Luftstrom an der offenen Seite eine Strömungsbarriere schafft. Bei allen Arbeiten müssen 
Handschuhe getragen werden. Verbrauchsmaterialen sind autoklaviert und keimfrei. 
 
2.2.2 U266 
 
Die Myelom-Zelllinie U266 wächst semiadhärent. Die Zellen wurden in RPMI 1640 in 
einer wassergesättigten, mit 5 % CO2 angereicherten Atmosphäre kultiviert. Dem Medium 
wurden 10 % fetales Kälberserum (FKS), 10 U/ml Penicillin und 10 µg/ml Streptomycin 
zugegeben. 
Zur Passagierung wurden die Zellen durch vorsichtiges Beklopfen der Kulturflaschen 
gelöst. Die Zellsuspension wurde bei 1500 U/min 5 min zentrifugiert und die Zellen nach 
Zellzahlabschätzung im Durchlichtmikroskop im Verhältnis 1:4 – 1:6 in frischem Medium 
ausgesät. 
 
Für Stimulations- und Kokulturversuche wurden U266-Zellen in DMEM, unter Beigabe 
von 10 % fetalem Kälberserum, 10 U/ml Penicillin und 10 µg/ml Streptomycin versehen, 
angezüchtet und passagiert. 
  
2.2.3 Fibroblasten 
 
Es handelt sich bei den Fibroblasten um primäre dermale Fibroblasten. Sie wurden aus 
einem Präptium-Resektat isoliert. Sie wurden der Arbeitsgruppe freundlicherweise von 
Frau PD Dr. Anja Bosserhoff überlassen.  
Diese Fibroblasten wachsen adhärent. Die Kultivierung erfolgte in allen Fällen, soweit nicht 
ausdrücklich anders beschrieben, in DMEM. Es wurden 10 % fetales Kälberserum, 10 U/ml 
Penicillin und 10 µg/ml Streptomycin hinzugegeben und in einer wassergesättigten, 
5 % - CO2 – angereichterten Atmosphäre kultiviert. 
Für die Passagierung wurden Zellen mit 5 ml 0,05 % Trypsin überschichtet (5 min bei 37 ° 
C), in 20 ml serumhaltigem DMEM aufgenommen, bei 1500 U/min abzentrifugiert und in 
frischem Medium im Verhältnis 1:5 ausgesät. 
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2.2.4 Zellkultur-Stimulationsversuche für die RT-PCR 
2.2.4.1 Herstellung U266-konditionierten Mediums 
 
Subkonfluente U266 wurden passagiert und in einer 75 ml-Kulturflasche in einer 
Konzentration von 1 x 106/ml ausgesät und für 24 h kultiviert. Um Kontamination mit 
Zellen oder zellulären Bestandteilen auszuschliessen, wurden die Proben zentrifugiert und 
anschliessend durch ein 0,2 µm-Milipore-Filter filtriert, gepoolt und bei -20 ° C gelagert. 
 
2.2.4.2 Fibroblasten-Stimulation  
 
Für die Stimulationsversuche wurden Fibroblasten in 75ml-Zellkulturflaschen zur 
Subkonfluenz kultiviert.  
Nach einem Waschschritt mit PBS wurden die Zellen mit dem konditionierten Medium 
überschichtet und 24 h im Brutschrank inkubiert. Nach Ablauf dieser Zeit wurden die 
Zellen abtrypsiniert, in PBS gewaschen und ihre RNA extrahiert. 
 
Analog dazu wurden für Kokulturversuche subkonfluente Fibroblasten mit PBS gewaschen 
und mit in 20 ml Medium resuspendierten U266 in einer Konzentration von 200.000 
Zellen/ml überschichtet. Nach 24 h erfolgte die Ernte durch Abtrypsinierung.  
 
Um Vergleichswerte unstimulierter Zellen zu erhalten, wurden parallel unbehandelte 
Zellen mit frischem Medium für 24 h kultiviert. 
 
2.2.4.3 Blockierung löslicher Zytokine in U266-konditioniertem Medium 
 
Konditioniertes Medium wurde mit blockierenden Antikörpern inkubiert. Die Inhibition 
erfolgte mit Antikörpern gegen humanes IL-1beta in einer Konzentration von 50 µg/ml 
und mit Antikörpern gegen TNF-alpha in einer Konzentration von 2µg/ml. 
Die Antikörper wurden zu U266-konditioniertem Medium hinzugegeben und 2 h bei 4 °C 
unter ständiger Bewegung inkubiert. Danach wurde das Medium für Stimulationsversuche, 
wie oben beschrieben, eingesetzt 
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2.2.4.4 Blockierung intrazellulärer Signalkaskaden 
 
Um die Rolle intrazellulärer Signalkaskaden bei der Expression von MMPs zu messen, 
wurden spezifische, MAP-Kinase-Pathway-hemmende Substanzen in folgenden 
Konzentrationen eingesetzt: 
 
SB 203580 1,8 µM 
SB 202190 1,0 µM 
PD 98059 6 µM 
 
MAP-Kinase-Inhibitoren wurden dem U266-konditionierten Medium oder der U266- 
Kokultur zugefügt, unmittelbar bevor die Stimulationsversuche mit Fibroblasten begannen. 
 
2.2.4.5 Stimulation mit TGF-beta 
 
Konfluente Fibroblasten wurden 16 h in DMEM, 0,5 % FCS, Penicillin/Streptomycin 
kultiviert. Dann erfolgt ein Medienwechsel mit 5 ng/ml TGF-beta in DMEM, 0,5 % FCS, 
Penicillin/Streptomycin. 
Die Zellen wurden 24 h bebrütet, abtrypsiniert und in PBS gewaschen. 
 
2.2.5 Zellkultur-Stimulationsversuche für ELISA 
 
Zellkultur, Mediumkonditionierung und Kokultur erfolgten analog der Kultur für die PCR. 
 
Auf 6-well-plates in einer Konzentration von 0,75 x 106 ausgesäte Fibroblasten wuchsen zur 
Subkonfluenz. Nach vorsichtigem Waschen in PBS wurden die Zellen jeweils 24 h parallel 
stimuliert. 
 
Nach 24 h Bebrütung wurde das Medium geerntet, bei 3000 U/min 5 min zentrifugiert und 
das Zellpellet verworfen. Die im Folgenden „Proben“ genannten Medienüberstände 
wurden bei -20 °C gelagert. Die Stimulationsversuche wurden in zweifachem Ansatz 
durchgeführt. 
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2.2.6 MMP-ELISA 
 
Zum quantitativen Nachweis von MMP-1 und MMP-2 wurden kommerziell erhältliche 
Enzyme Linked Immuno-Sorbent Essays (ELISAs) der Firma Amersham Pharmacia 
Biotech eingesetzt. 
 
Der MMP – ELISA basiert auf dem sogenannten zweiseitigen „Sandwich“-Prinzip. Die 
MMP-Moleküle in Standards und Proben werden durch wandständige immobilisierte 
Antikörper gebunden. Ein sekundärer, in Lösung befindlicher Antikörper bindet an freie 
Epitope des gebundenen MMP. Im Falle des MMP-2 ELISAs ist an dieses zweite 
Antikörperfragment das Enzym Horseraddish-Peroxidase gebunden, im Falle des MMP-1 
ELISAs wird noch ein dritter Antikörper hinzugegeben, der für den sekundären Antikörper 
spezifisch ist und seinerseits kovalent mit dem Enzym Horseraddish-Peroxidase gebunden 
ist. 
 
Die Durchführung des Versuches erfolgte nach dem von Amersham/Pharmacia 
beschriebenen Protokoll. Mehrere Waschschritte sorgten für eine Beseitigung 
ungebundener Enzym-Antikörper, die eine Verfälschung der Ergebnisse zur Folge gehabt 
hätten. Das Meerrettich-Peroxidase-Substrat TMB wurde in definierter Konzentration zu 
den Proben hinzugegeben und durch die Peroxidase in ein farbiges Produkt gespalten, das 
sich photometrisch quantifizieren ließ. 
  
Hinzufügen von Schwefelsäure stoppte den enzymatischen Prozess. Die Proben wurden in 
einem ELISA-Reader bei 450 nm Wellenlänge ausgewertet. Die Absorption bei der 
spezifischen Wellenlänge war proportional zu der in der Probe vorhandenen Menge an 
MMP. Die Menge an Molekül konnte mittels einer Standardkurve ermittelt werden. 
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2.2.7 Lightcycler – PCR 
2.2.7.1  RNA-Extraktion und DNAse-Verdau 
 
Alle Arbeiten mit RNA erfordern Vorsichtsmaßnahmen, um die Kontamination mit den 
sehr umweltbeständigen degradierenden RNAsen zu vermeiden. Folgende Maßregeln 
wurden beachtet: 
 
Es wurde in deutlich für RNA-Arbeiten markierten und entsprechend gereinigten 
Bereichen gearbeitet. 
 
Während des Umgangs mit RNA wurden stets RNAse-freie Handschuhe getragen. 
 
Es wurden ausschliesslich Pipettenspitzen mit Aerosol-Filter eingesetzt, es wurden 
ausschließlich für RNA-Arbeiten vorbehaltene Eppendorf-Reagiergefäße verwendet.  
 
Alle Lösungen wurden mit speziell für RNA-Arbeiten vorbehaltenen Chemikalien 
angesetzt, mit DEPC 0,1 % behandelt und autoklaviert. 
 
Die Extraktion der mRNA erfolgte mit dem kommerziell erhältlichen RNeasy Mini Kit der 
Firma Qiagen. Kernbestandteil dieser Methode ist eine Matrix auf Silizium-Gel-Basis, die 
RNA-Moleküle von mehr als 200 Basen unspezifisch bindet. Ribosomale RNA, die den 
größten Teil der Gesamt-RNA ausmacht, ist kleiner als 200 Basen und wird auf diese Weise 
aus der Probe entfernt. Die Bindung findet in einem alkoholhaltigen Milieu statt. Zugabe 
von Wasser löst die Bindungskräfte und führt zu einer Elution der Probe aus der Membran. 
Um die Zelle für die RNA-Extraktion zu eröffnen, muß die Zellwand zerstört werden. Dies 
geschieht durch einen detergenzienhaltigen Puffer. Er enthält stark denaturierendes 
Guanidin-Isothiocyanat, das RNAsen degradiert. In einem zusätzlichen Schritt muß das 
Zellysat homogenisiert werden, um hochmolekulare DNA und andere Zellbestandteile zu 
scheren und ein homogenes Gemisch herzustellen.  
 
 Die geernteten, in PBS gewaschenen und abzentrifugierten Zellen wurden 600 µl Lysis 
(RLT) Puffer versehen und das Lysat durch Scherung an einer 0,9 mm – Nadel 
homogenisiert. Die Probe wurde mit 600 µl 70 %igem Alkohol versetzt und je 700 µl auf 
eine RNeasy-Mini-Säule aufgetragen. Nach mehrern Zentrifugations- und Waschschritten 
mit Puffer (RPE) wurde 30 µl RNAse freies Wasser auf die Säule aufgetragen und die 
gewonnene RNA bei 10.000 U/min über 1 min in ein Eppendorf-Reaktionsgefäß eluiert. 
Anschließend wurde der Gehalt an RNA sowie der Reinheitsgrad der Probe photometrisch 
bestimmt. Die Lagerung der RNA erfolgte bei -80 °C.  
 
Da bei RNA-Extraktion mit dem RNeasy Kit erhebliche Mengen kontaminierender DNA 
zurückbleiben können (1), müssen diese Spuren enzymatisch degradiert werden, um nicht 
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mit der nachfolgenden PCR zu interferieren. Dafür wurden die Proben bei 37 °C mit 1 µl 
RNAse-freier DNAse versehen und eine Stunde inkubiert. Danach erfolgte eine 
Inaktivierung des Enzyms durch Erhitzung auf 65 °C für 15 min, um einen Einfluß auf die 
nachfolgende PCR zu verhindern.  
 
2.2.7.2 Reverse Transkription 
 
Die aus den Zelllysaten gewonnenen mRNA-Probe mußte für die Weiterverwendung 
durch die Taq-Polymerase in cDNA umgeschrieben werden. Dieser Schritt erfolgte 
unabhängig von der eigentlichen Polymerase-Kettenreaktion, es handelte sich also um eine 
sogenannte zweischrittige RT-PCR. 
Die relative Quantifikation erfordert eine reverse Transskriptase (RT) mit hoher Effizienz. 
Daher wurde das kommerziell erhältliche „1st Strand cDNA Synthesis Kit for RT-PCR 
(AMV)“ der Firma Roche eingesetzt.  
Enzymatischer Kernbestandteil dieses Kits ist das Enzym AMV Reverse Transkriptase. Es 
handelt sich um ein virales Enzym des avian myeloblastosis virus, das bei einem 
Temperaturoptimum von 42 °C hocheffizient arbeitet. Ein unspezifischer p(dN)6 Primer 
eingesetzt, um eine gleichmäßige Amplifikation der Gesamt-mRNA zu gewährleisten. 
 
Vor der eigentlichen Transkriptionsreaktion wurden die Proben 15 min bei 65 °C 
denaturiert und für 5 min auf Eis gesetzt. Gemäß dem Protokoll von Roche wurde 1 µg 
RNA-Probe mit 2 µl 10X Reaction Buffer, 4 µl 25mM MgCl2, 2 µl Dideoxynucleotid-Mix, 
2µl Random-Hexamer-Primer, 1µl RNAse Inhibitor und 0,8 µl AMV Reverser 
Transkriptase versehen und mit sterilem Wasser auf 20 µl Volumen aufgefüllt. 
Nach dem Primer-Annealing über 10 min bei 25 °C erfolgte die Transkription bei 42 °C für 
60 min. Anschliessend wurde die Reverse Transkriptase durch Erhitzung auf 99 °C für 5 
min denaturiert und das Sample für 5 min auf Eis gegeben. Die cDNA wurde bei –20 °C 
gelagert. 
 
2.2.8  Semiquantitative Real-time RT-PCR 
2.2.8.1 Die Kinetik der Polymerasekettenreaktion 
 
Die Polymerasekettenreaktion (PCR) [80, 81] ist eine etablierte molekularbiologische 
Methode, die es erlaubt, ausgehend von äußerst geringen Mengen DNA in vitro große 
Mengen einer Zielsequenz zu produzieren. Für die quantitative PCR ist die Kinetik der 
Reaktion von besonderer Bedeutung. 
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Die Kinetik der Polymerasekettenreaktion ist nichtlinear. Sie folgt einem sigmoiden Verlauf 
und läßt sich beschreiben durch die Funktion: 
 
N = N0 x E 
n 
(N: Anzahl amplifizierter Moleküle; N0: Ausgangszahl Moleküle; E: Effizienz; n: Zykluszahl)
 
 
Die spezifische Form ist bedingt durch die ständig sich verändernde Effizienz durch die 
Änderung der Konzentrationsverhältnisse der Reaktionspartner. Grob läßt sich der Ablauf 
der Reaktion in vier Teile einteilen: 
 
Zu Beginn der Reaktion herrscht ein relativer Überschuß an Reaktionsreagenzien wie 
Polymerase und Nukleotiden und ein relativer Mangel an Substrat, der Matrizen-DNA. Die 
Amplifikation erfolgt nicht maximal effizient. 
Überschreitet die Matrizenzahl einen gewissen Schwellenwert, herrschen durch die relativ 
ausgewogene Konzentration aller Reaktionspartner optimale Amplifikationsbedingungen. 
Die Synthese erfolgt für die kurze Dauer von 2-5 Zyklen exponentiell. 
Die Reaktion erreicht einen ersten Sättigungspunkt, wenn die Zahl der Matrizen die Menge 
an Enzym übersteigt. In diesem Moment ist die Enzymzahl der limitierende Faktor. Die 
Kopienzahl steigt nicht mehr exponentiell, sondern linear.  
Der Endpunkt der Reaktion wird erreicht, wenn auch die Nukleotide nicht mehr in 
ausreichender Anzahl vorhanden sind. Die Amplifikationskurve flacht ab und erreicht ein 
Plateau. 
 
Die Gesamtmenge an DNA, die am Ende einer Polymerasekettenreaktion erreicht wird, ist 
also von verschiedenen kinetischen Parametern abhängig und kann bei derselben Menge 
initial eingesetzen DNA-Substrates erheblich divergieren.  
Die Amplifikationgeschwindigkeit logarithmischen Abschnitt der PCR wird dagegen 
weitgehend von der Menge eingesetzter DNA bestimmt. Zu diesem Zeitpunkt der Reaktion 
ist die Effizienz der Reaktion konstant. 
 
Real-time-PCR ermöglicht die Beobachtung der Nukleinsäurenamplifikation nach jedem 
Amplifikationsschritt. Sie erlaubt die Beobachtung der logarithmischen Phase, in der die 
Effizienz der Reaktion konstant und die Kopienzahl exponentiell steigt. 
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Abb.3: Kinetik der Polymerasekettenreaktion (PCR) (n.[82]) . Unterer Teil der Abbildung: Real-time-
PCR-Dargestellung der PCR-Kinetik. Das Fluoreszenzsignal ist über der Zyklenanzahl aufgetragen. Die drei 
Phasen der PCR-Kinetik sind dargestellt. Oberer Teil der Abbildung: Konventionelle PCR erlaubt nur eine 
quantitative Abschätzung der End-DNA-Konzentration. Abbildung eines DNA-Gels. 
 
2.2.8.2 Das LightCycler-System 
 
Für die quantitative Messung der RNA-Expression wurde das Lightcycler-System von 
Roche verwendet. Kernbestandteil des Apparates ist eine Thermokammer mit schnell 
arbeitender Heiz- und Kühltechnik und Luft als Wärmeträger. Darin eingelassen ist ein 
computergesteuerter, rotierender Reaktiongefäßhalter mit 32 Slots. Die Polymerase-
Kettenreaktion erfolgt in Borsilikat-Glaskapillaren mit 20 µl Fassungsvermögen, deren 
Inhalt nach jedem Amplifikationszyklus von einer Blaulicht (470 nm) emittierenden LED 
angestrahlt wird. Das wiederum von der Probe emittierte Floureszenssignal wird von einem 
Detektor quantitativ erfaßt.  
 
MATERIAL UND METHODEN 
 30
 
Abb. 4: Aufbau des Lightcycler-Systems (n. [82]): Der Thermocycler ist mit einem Fluorimeter ausgestattet. 
Die in einem Probenkarussell eingespannten Reaktionskapillaren rotieren nach jedem Amplifikationsschritt  über 
die Flourimeter-Detektionseinheit. Das Heiz-/Kühlsystem ist auf rasche Temperaturwechsel ausgelegt. 
 
Wir entschieden uns für den Indikatorfarbstoff SYBR Green I. Er bindet hochaffin 
doppelsträngige (ds)DNA, was zu einer 800- bis 1000-fachen Floureszenzverstärkung des 
Molekül-Nukleinsäurenkomplexes führt. Die Bindung erfolgt unspezifisch, weshalb dessen 
Spezifität im Wesentlichen von der Spezifität der Primer abhängt. [83] 
 
 
Abb. 5: Funktionsprinzip des Indikatorfarbstoffs SYBR Green I (nach [82]). SYBR Green bindet an 
doppelsträngige DNA und vervielfacht dadurch seine fluoreszierenden Eigenschaften. Längere Transkripte sorgen 
für ein stärkeres Fluoreszenzsignal. 
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2.2.8.3 Primer-Etablierung 
 
Die Primer waren bereits im Vorfeld durch unsere Arbeitsgruppe etabliert worden. Die 
Synthese erfolgte durch die MWG Biotech AG.  
 
Durch die von der herkömmlichen PCR abweichenden Eigenschaften des Lightcycler-
Systems wie stark verkürzte Reaktionsdauer und –volumina ist eine Primer-Etablierung 
speziell für den Lightcycler notwendig. 
 
Die Wahl der richtigen Annealingtemperatur ist für die Spezifität der PCR entscheidend. 
Zu niedrige Temperaturen führen zu unspezifischen Produkten, zu hohe Temperaturen 
verhindern die korrekte Bindung des Primers. Die maximale Annealingtemperatur kann 
durch folgende Formel ermittelt werden:  
 
Tm= [4°C x (C+G)+ 2°C x (A+T)] 
(Tm =maximale Annealingtemperatur; C = Cytosin; G = Guanin; A = Adenosin; T = 
Thymin) 
 
Ein weiterer Faktor, von dem im Wesentlichen die Spezifität der Reaktion abhängt, ist die 
Magnesiumchlorid-Konzentration. Mg2+ ist Kofaktor der Taq-DNA-Polymerase und MgCl2 
bildet mit den dNTPs lösliche Komplexe, die die Polymerase erkennt. Die optimale 
Konzentration wird empirisch ermittelt. 
 
Die produktspezifische minimale Extensionstemperatur berechnet sich nach folgender 
Formel: 
Tmin= n x bp/25 x (1/sec) 
(Tmin = minimalen Amplifikationsdauer; n = Anzahl der Basen des erwarteten Produkts) 
 
Jeweils drei dreifache Positiv-Ansätze und Verdünnungsreihen mit 3, 4 und 5 mmol MgCl2 
wurden bei steigenden Annealing-Temperaturen auf ihre Qualität getestet. Als Maßstäbe 
wurden definiert:  
 
Lage des Crossing-Points, d.h. Zyklendauer, nach der die logarithmischePhase der 
Amplifikation beginnt. Es wurde auf möglichst kurze Zyklendauer selektiert. 
Spezifität des Produktes anhand Schmelzkurvenanalyse und Gelelektrophorese (s.u.) 
Effizienz der PCR.> 1,85 
 
Zur Auswertung wurde die Second-Derivate-Maximum-Methode der LightCycler Data-
Analysis-Software verwendet (Erläuterungen zu dieser Methode im Abschnitt 
„Auswertungsmethodik“). 
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Es ergaben sich folgende spezifische Optima für die verwendeten Primer: 
 
Primer 
Produktlänge 
(bp) 
Annealing-
Temperatur 
(°C) 
Amplifikationszeit 
(sec) 
MgCl2-
Konzentration 
(mmol) 
Beta-Actin 385 58 – 65 17 3 
MMP-1 428 62 18 4 
MMP-2 390 60 15 4 
MMP-7 282 62 12 3 
MMP-9 406 60 18 3 
TIMP-1 429 60 18 4 
TIMP-2 479 60 20 4 
 
Die Effizienz der Polymerasekettenreaktion wurde durch die Standardkurve der 
LightCycler Data-Analysis-Software ermittelt. Unter den ermittelten Bedingungen war die 
Effizienz für alle Primer größer als 1,85. 
 
Durch eine Optimierung der Detektionstemperaturen konnte die Temperatur ermittelt 
werden, bei der Primerdimere bereits geschmolzen waren, das spezifische Produkt jedoch 
noch Fluoreszenzsignale emittierte. 
 
Es ergaben sich folgende Detektionstemperaturen: 
 
Primer 
Detektionstemperatur 
(°C) 
MMP-1 83 
MMP-2 86 
MMP-7 85 
MMP-9 87 
MMP-13 82 
TIMP-1 83 
TIMP-2 85 
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2.2.8.4 Versuchsansatz 
 
Der Versuchsansatz für je eine Probe sah wie folgt aus: 
 
Reagenz Menge 
cDNA-Probe 1,0 µl 
SYBR Green (enthält FastStart Taq-
Polymerase, Poly-dNTP-Mix, 1mM MgCl2) 
2,0 µl 
Primer (Forward, Reverse) je 1,0 µl 
MgCl2 variabel (s.u.) 
H2O variabel 
Endvolumen 20µl 
 
Für jedes Primerpaar wurde ein Mastermix ohne cDNA-Probe erstellt. Aus dem Mastermix 
wurden je 19 µl in eine 20 µl Glaskapillare vorgelegt und schließlich 1µl des zu 
untersuchenden cDNA-Templates hinzugegeben. Die Glaskapillaren befanden sich in 
einem auf 5°C gekühlten Thermoblock, um einen vorzeitigen Reaktionsstart zu verhindern. 
Die Glaskapillaren wurden kurz anzentrifugiert, um das Reaktionsgemisch in der 
Meßspitze zu platzieren. 
 
Dann wurden die Reaktionskapillaren in den Rotor des Lightcyclers eingesetzt. Die 
Aufteilung der Reaktionsgefäße folgte dem in der folgenden Tabelle zu erkennenden 
Schema. 
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Pos. Probe Standard Primer 
1 unstimuliert 1,0 
beta-
Actin 
2 unstimuliert (Wdh. Pos. 1) 1,0 b-Actin 
3 unstimuliert (Wdh. Pos. 1) 1,0 b-Actin 
4 unstimuliert 0,1 b-Actin 
5 unstimuliert 0,01 b-Actin 
6 unstimuliert 0,001 b-Actin 
7 
negativ (Reaktionsgemisch + 
H20) 
- b-Actin 
8 stimuliert  - b-Actin 
9 stimuliert (Wdh. Pos. 8) - b-Actin 
10 stimuliert (Wdh. Pos. 8) - b-Actin 
11 
negativ (Reaktionsgemisch + 
H20) 
- b-Actin 
12 unstimuliert - b-Actin 
13 unstimuliert (Wdh. Pos. 12) - MMP-1 
14 unstimuliert (Wdh. Pos. 12) - MMP-1 
15 
negativ (Reaktionsgemisch + 
H20) 
- MMP-1 
16 stimuliert - MMP-1 
17 stimuliert (Wdh. Pos. 16) - MMP-1 
18 stimuliert (Wdh. Pos. 16) - MMP-1 
19 
negativ (Reaktionsgemisch + 
H20) 
- MMP-1 
 
Tab. 1: Beladung des LightCyclers. Am Beispiel einer Messung der Veränderung der Expression von 
Matrixmetalloproteinase-1 (MMP-1); Messwerte für Proben 1,2 und 3 ergeben  b0, für 7,8 und 9 entsprechend bi. 
Die Proben 11, 12 und 13 dienen der Berechnung von x0, 15, 16 und 17 der von xi; Die Proben 10, 13, 16 und 19 
dienen als Negative der Kontrolle von Kontamination. 
 
Es wurde pro Versuch eine Standardprobenreihe mit vier Verdünnungsstufen (1:1, 1:10, 
1:100, 1: 1000) erstellt. Für jede zu messende Probe wurde eine Dreifachmessung für beta-
Actin und eine Dreifachmessung für das jeweilige MMP-Gen durchgeführt. 
Eine Negativprobe (PCR-Ansatz ohne DNA-Zugabe) wurde bei allen Versuchsansätzen 
mitgeführt, um eine falsch positive Amplifikation durch DNA-Kontamination erkennen zu 
können.
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Das Cycle- und Meltingprotokoll sah wie folgt aus: 
 
1. Denaturierung der FastStart Taq-Polymerase 
 
Schritt 
Temperatur 
(°C) 
Zeit (sek) 
Denaturierung 95 600 
 
2. Amplifikation 
 
Schritt Temperatur (°C) Zeit (sek) 
Denaturierung 95 15 
Annealing 
Primer-spez. 
(s.o.) 
Primer-spez. 
(s.o.) 
Amplifikation 
Primer-spez. 
(s.o.) 
Primer-spez. 
(s.o.) 
Floureszenzmessung
Primer-spez. 
(s.o.) 
1 
 
3. Schmelzen 
 
Schritt Temperatur (°C) Zeit (sek) 
Denaturierung 95 1 
Abkühlung 55 15 
Schmelzen mit 
kontinuierlicher 
Floureszenzmessung
Aufheizung auf 
95° C in Schritten 
von 0,1 °C 
- 
 
2.2.9 Auswertungsmethodik 
2.2.9.1 Relative Quantifizierung 
 
Die Auswertung und Quantifizierung erfolgte mit der Lightcycler Data Analysis-Software 
von Roche, Version 3.5.  
Kernfunktionen der Software sind die Ermittlung der logarithmischen Amplifikationsphase 
einer PCR und die Erstellung einer Regressionsgeraden aus einer Verdünnungsreihe. 
Bei der von uns gewählten second-derivate-maximum-Methode ermittelt die Software die 
zweite Ableitung der Fluoreszenz F nach der Zyklusanzahl n (dF/dn)/dn) und bestimmt 
dort die Zyklusanzahl, auch als „Crossing Point“ bezeichnet. Es handelt sich um den Punkt, 
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an dem die Veränderung der Fluoreszenz am schnellsten verläuft, also das Maximum der 
logarithmischen Phase der Reaktion. Die Zyklenanzahl ist ein indirektes Maß für die 
cDNA-Konzentration im Reaktionsansatz. Je mehr Template in der Probe vorhanden ist, 
desto früher erreicht die Reaktion diese Phase, desto kleiner der Crossing Point. 
Die relative Quantifizierung erfolgt durch eine Verdünnungsreihe, die für jede Lauf 
angesetzt wird (s.o.) und aus der die Software eine Regressionsgerade errechnet. Mit deren 
Hilfe lässt sich die Ausgangs-cDNA-Konzentration jeder unbekannten Probe des Laufes 
interpolieren und in Relation setzen. 
 
Wir wählten das Housekeepinggen beta-Actin als Vergleichsparamater für die relative 
Expression des Zielgens in der einzelnen Zelle. Die relatibe Zielgenkonzentration 
errechnete sich durch: 
Crel = Zx/Hx 
(Crel = relative Konzentration; Z = Zielgenkonzentration; H = 
Housekeepinggenkonzentration) 
 
Damit wurde auch der Vergleich der relativen Konzentrationen verschiedener Zellen 
untereinander, in unserem Fall stimulierte und unstimulierte Zellen, möglich. Mit Hilfe des 
beta-Actin -Wertes wurden die Proben untereinander normalisiert und die Expression des 
Zielgens zur Konzentration von beta-Actin in Relation gesetzt. 
 
Eine Art der Qualitätskontrolle für den einzelnen Lauf stellt die Effizienzanalyse der 
Software dar. Sie errechnet sich aus der Steigung der logarithmischen Standardkurve. Die 
Funktion der Amplifikation ist logarithmisch (s. Abschnitt über die Kinetik der PCR). 
Trägt man nun die Standardkurve auf als Verhältnis von Zyklusanzahl gegen den 
Logarithmus der Konzentration ist demnach die Steigung der resultierenden Geraden ein 
Maß für die Effizienz, die sich berechnet: 
E = 10 –1/S 
(E = Effizienz; S = Steigung) 
 
Mit Hilfe des Programmes StatView, Version 5.0, SAS, wurden die graphischen 
Darstellungen der Meßwerte erstellt. 
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Kontrolle der Produktspezifität 
 
Das System erlaubte durch Schmelzkurvenanalyse eine Abschätzung der Produktspezifität. 
Das Prinzip ist die mit steigender Basenzahl ansteigende Schmelztemperatur 
doppelsträngiger DNA. 
 
 
Abb. 6: Schmelzkurvenanalyse (n. [82]). Die erste Ableitung der Fluoreszenzsignalstärke ist über der 
Temperatur aufgetragen. Mit steigender Temperatur schmilzt  der DNA-Doppelstrang. Die peaks in der 
Abbildung stellen Temperaturen dar, an denen maximal DNA geschmolzen ist. Je höher die Temperatur am 
Schmelzpunkt, desto wahrscheinlicher ist ein spezifisches Produkt. 
 
Nach Abschluss der Vervielfältigungszyklen werden die Proben auf 55 °C abgekühlt und in 
Schritten von 0,1 °C/sec auf 95 °C erhitzt. Kontinuierlich wird die Fluoreszenz der Proben 
gemessen. Doppelsträngige DNA schmilzt mit zunehmender Temperatur, und je länger 
und damit auch je spezifischer das Produkt ist, desto höher ist die Schmelztemperatur. 
Die Analyse und grafische Darstellung der Meßwerte erfolgte ebenfalls mit der Lightcycler 
Relative Quantification Software.  
 
Während unsere Primerdimere einen Schmelzpunkt um die 80 °C aufwiesen, lagen die 
Schmelzpunkte spezifischer Produkte zwischen 86 und 92 °C. Unspezifische Produkte 
wurden von der Auswertung ausgeschlossen. Die Produktspezifität wurde zusätzlich durch 
einmaliges Cycle-Sequencing (s.u.) und häufige DNA-Gelektrophorese sichergestellt. 
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2.2.9.2 DNA-Gelelektrophorese 
 
PCR-Produkte lassen sich durch ihr negativ geladenes Phosphatgerüst elektrophoretisch 
auftrennen und durch Ethidiumbromid sichtbar machen. In einem elektrischen Feld 
wandern die Nukleinsäuren zur Anode. Durch Wanderung in einer Matrix mit einer 
siebartigen Feinstruktur erfolgt eine Auftrennung nach Molekülgröße. Für eine 
Auftrennung relativ kleiner PCR-Produkte bis 600 bp Länge verwendet man ein relativ 
feinmaschiges, 2 %iges Agarosegel. 
 
Für die Herstellung des 2 %igen Agarosegels wurde 10 g Agarose in einen 
Erlenmeyerkolben vorgelegt und mit TBE-Puffer auf 500 g Endgewicht aufgefüllt. Die 
Lösung wurde kurz aufgekocht, mit 75 µl Ethidiumbromid versehen und in einen für die 
Elektrophoresekammer passenden Rahmen mit Kamm für die Probentaschen gegossen. 
Das Gel härtete bei Abkühlung unter 40 °C aus und wurde in die mit TBE-Puffer gefüllte 
Elektrophoresekammer gesetzt. 
 
Die PCR-Produkte wurden mit je 20 µl Volumen wurden mit 10 µl Ladepuffer versehen 
und in die Geltaschen aufgetragen. Zur Abschätzung der Fragmentlängen wurden 5 µl einer 
100 bp-DNA-Leiter ebenfalls mit 10 µl Ladepuffer versehen und aufgetragen. 
Die Elektrophorese wurde bei einer Spannung von 100 V für eine Dauer von 50 min. 
durchgeführt, das Gel danach der Kammer entnommen und auf einem UV-Leuchtfeld 
mithilfe einer CCD-Kamera analysiert. 
 
2.2.9.3 Sequenzanalyse 
 
Für die Sequenzanalyse wurde wird das sogenannte Cycle Sequencing, basierend auf der 
enzymatischen Reaktion nach Sanger (Sanger et al. 1977) eingesetzt. 
 
In einem Reaktionsansatz wurden DNA-Matrize (template) in Form von gereinigten PCR-
Produkten (s.u.), ein Primer, die Polymerase, Tris-HCl, MgCl2 und ein Mix aus 
unterschiedlich farbstoffmarkierten ddNTPs und nicht farbstoffmarkierten dNTPs 
zusammengegeben. Die verwendeten Farbstoffe „BigDyes“ bestehen aus dem Energiedonor 
Fluoreszin und dem daran  gebundenen  Akzeptor Dichlorrhodamin (Lee et al. 1997).  
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2.2.9.3.1 Aufreinigung von PCR-Produkten 
 
PCR-Produkte wurden vor der Sequenzierreaktion von überschüssigen Primern und 
Nukleotiden gereinigt. Die Reinigung erfolgte mit MicroSpin Columns S-300 HR, die eine 
Sephacryl-Gelmatrix besitzen. Durch die unregelmäßige Porengröße der Gelmatrix werden 
Primer und Nucleotide zurückgehalten, wohingegen die größeren, spezifischen Produkte 
durch die großen Poren hindurchfließen. 
 
Nachdem durch kurzes Zentrifugieren der Lagerungspuffer aus der Gelmatrix entfernt 
wurde, wurde das PCR-Produkt auf die Säule aufgetragen. Erneutes Zentrifugieren für 
2 min bei 3000 U/min trennte die spezifischen Produkte vom Überschuss. Die Proben, im 
Folgenden „Sample“ genannt, wurden bei -20 °C eingefroren. 
 
2.2.9.3.2 Cycle-Sequencing PCR-Ansatz 
 
Menge Substanz 
x µl Sample entspr. 200ng DNA 
8 µl 
BigDyeTerminator Mix (enthält Tris-Hcl, 
MgCl2, Polymerase und ddNTP-Mix) 
1 µl Primer 
x µl H2O (Auffüllung bis 20 µl) 
20 µl Gesamtvolumen 
 
 
Die Cycle-Sequence Reaktion entspricht einer herkömmlichen PCR-Reaktion. Nach 30 
Sekunden thermischer Denaturierung bei 96°C folgen das Annealing des Primers bei der 
primerspezifischen Temperatur und die 4-minütige Phase der Extension. Es wurden 
30 – 35 Zyklen durchgeführt. 
In der Extensionsphase werden in zufälliger Folge normale und mit Floureszenzfarbstoff 
markierte ddNTPs in den neu entstehenden DNA-Strang eingebaut. Der Einbau eines 
farbstoffmarkierten Nukleotides führt zum Kettenabbruch. So entstehen in randomisierter 
Weise Amplifikatfragmente von unterschiedlicher Länge, die je nach terminaler Base mit 
einem anderen Farbstoff markiert sind. 
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2.2.9.3.3 Alkohol-Fällung des Cycle-Sequencing-Produktes 
 
Durch eine Alkoholfällung wurde das Produkt von überschüssigen Reaktionskomponenten 
gereinigt. In einem ersten Schritt wurden Template, Na-Acetat, Ethanol abs. und HPLC-
H2O zusammengegeben und 15 min bei 14.000 U/min bei RT zentrifugiert. Der Entzug von 
Wasser führte zu einer Aggregation der DNA-Stränge. Nach Dekantieren des Überstandes 
wurde das Template mit 70% Ethanol überschichtet und 5 min bei 14.000 U/min bei RT 
zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und das Pellet bei Raumtemperatur 
getrocknet. 
Das Pellet wurde in stark denaturierendem Template Suppression Reagent aufgenommen 
und in Sequenzierreaktionsgefäße überführt. Nach 5 minütiger Denaturierung bei 90°C 
wurden die Proben unmittelbar auf Eis gegeben und in die Kapillar-Elektrophorese 
eingesetzt. 
 
2.2.9.3.4 Kapillar-Elektrophorese für die DNA-Sequenzierung 
 
Bei der Kapillarelektrophorese für die DNA-Sequenzierung handelt es sich wie bei der 
herkömmlichen DNA-Elektrophorese um eine längenspezifische Auftrennung von DNA-
Fragmenten. Im Falle des ABIPrism-Systems handelt es sich um die harnstoffhaltige POP6-
Polymermatrix. Durch sie werden die im Cycle-Sequencing entstandenen Fragmente in 
einem elektrischen Feld basengenau aufgetrennt, bis sie ein Detektionsfenster in der Matrix 
passieren. Ein Argonlaser regt die floureszenzmarkierten Fragmente punktgenau an und 
über ein Vier-Farb-CCD-Kamera-System wird die emittierte Strahlung detektiert. Die 
Signalverarbeitung erfolgte mit der ABI Prism Sequencing Analysis 3.0 – Software und 
führte zu einem vierfarbigen Elektropherogramm. Jede der vier Farben im 
Elektropherogramm repräsentiert eine der vier Nukleinsäuren und durch die Reihenfolge 
der Farbpeaks wurde die Sequenz der Probe beschrieben. 
 
2.2.10 cDNA-Array 
 
Um die Expression der Matrix-Metalloproteinasen und die Effekte der Stimulation mit 
konditioniertem Medium zu messen wurde der Atlas Human Cell Interaction Array der 
Firma Clontech verwendet. Er deckt mit seinem Gensondenkatalog eine große Bandbreite 
von Genen ab, die bei der interzellulären Interaktion beteiligt sind (siehe Genliste im 
Anhang). 
 
Die Arraytechnik erlaubt eine gleichzeitige Beobachtung mehrerer hundert Gene. Im Falle 
des von uns verwendeten Arrays der Firma Clontech wird dies mithilfe einer 
Nylonmembran bewerkstelligt, auf der einzelsträngige genomische DNA-Sequenzen von 
mehr als 200 Genen in Spottechnik kovalent gebunden sind. Diese Gensonden sind 200 – 
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600 bp lang und wurden so aus Genbanken ausgewählt, daß sie weder einen 
Poly-A-Schwanz, noch hochrepetitive Sequenzen besitzen, um unspezifische Bindungen zu 
minimieren. Sie hybridisieren mit der transkribierten cDNA einer Probe.  Für die reverse 
Transkription wird ein für den Array spezifischer Primer-Mix verwendet, der die Primer 
enthält, deren äquivalente Produktsequenzen auf der Membran befestigt sind.  Die 
Transkription wird mit radioaktiv gelabeltem [α-32P]dATP durchgeführt. Unspezifisch 
gebundene Transkripte werden durch stringentes Waschen entfernt und die hybridisierten 
Sonden durch Auflegen und Belichten einer Filmfolie indirekt detektierbar. Die 
Schwärzung des Filmes und die Spotgröße sind gleichzusetzen mit der  Strahlungsstärke 
und letztlich der Menge an hybridisiertem cDNA-Transkript. 
 
Alle Versuche mit radioaktiv markierten Stoffen wurden in einem speziell dafür 
ausgestatteten Isotopenlabor unter den erforderlichen Strahlenschutzbedingungen 
durchgeführt. 
 
2.2.10.1 RNA-Gewinnung 
 
Wichtigste Voraussetzung für einen aussagekräftige Arrayversuch ist eine qualitativ 
hochwertige RNA-Extraktion. Die Isolierung von RNA erfolgte nach der von Chomczynski 
und Sacchi [84] beschriebenen Methode mit Guanidinium-Thiocyanat und Extraktion mit 
H2O-gesättigtem Phenol. 
 
Ungefähr 107 frisch geerntete, in PBS gewaschene und abzentrifugierte Fibroblasten wurden 
mit 3,0 ml Denaturierungslösung versehen und durch kräftiges Pipettieren und Vortexen 
resuspendiert. Die Lösung wurde für 5 – 10 Minuten auf Eis gestellt. Auf erneutes Vortexen 
folgte ein Zentrifugationsschritt von 5 min um Zelltrümmer zu beseitigen. Dieser, wie alle 
nachfolgenden Zentrifugationsschritte erfolgten bei 12.000 U/min und 4 °C. Der Überstand 
wurde übernommen, mit 4,8 ml gesättigtem Phenol vermengt und für 1 min gevortext. 
Nach 5 min Inkubation auf Eis wurden 1,8 ml Chloroform hinzugefügt und die Probe 
erneut energisch durch 2 min vortexen vermischt. Die Probe wurde für weitere 5 min auf 
Eis inkubiert. 
Für 10 min wurde die Probe zentrifugiert und die obere, wässrige, RNA enthaltende Phase 
in ein neues Gefäß überführt. Es folgte eine zweite Phenol-Chloroform-Extraktionsrunde 
mit 1,8 ml Chloroform. Erneut wurde zentrifugiert und der Überstand in ein neues Gefäß 
überführt.  
6 ml Isopropanol wurden zu dieser Probe hinzugegeben, gemischt und für 10 min auf Eis 
inkubiert. Im alkoholischen Milieu fällte die RNA aus und setzte sich nach einem 
Zentrifugationsschritt von 10 min als Pellet ab. Der Überstand wurde dekantiert und das 
Pellet in 3,0 ml 80 %igem Ethanol resuspendiert. Es folgte ein letzter Zentrifugationsschritt 
von 5 min, nach dem der Überstand verworfen und das Pellet an der Luft getrocknet 
wurde. 
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Die Resuspendierung erfolgte in 20 µl RNAse-freiem Wasser. Die RNA-Konzentration 
erfolgte nach der oben beschriebenen Methode im Spektrophotometer. Eine Konzentration 
von 1-2 µg/µl war für die weitere Probenverarbeitung erforderlich 
 
2.2.10.2 RNA-Gelelektrophorese 
 
Um die Qualität der gewonnenen RNA sicherzustellen, wurde eine Gelelektrophorese 
durchgeführt. 
Das Prinzip der RNA-Elektrophorese ist analog dem der DNA-Gelelektrophorese (s.o.). Da 
jedoch die Arbeit mit RNA absolute Abwesenheit von RNAsen erfordert, wurden nur 
spezielle, RNAse-freie und –hemmende Geräte, Chemikalien und Lösungen verwendet. Zur 
Gelherstellung wurden 0,75 g Agar in 95 ml 1x MOPS aufgekocht und mit 5 ml 
Formaldehydlösung (37%) versetzt. Die Flüssigkeit wurde zur Aushärtung mit einem 
Kamm in eine nur für RNA-Untersuchungen vorbehaltene Form gegossen. Die RNA-
Proben für die Elektrophorese wurden im Mischungsverhältnis 1 : 6 mit Ethidiumbromid 
enthaltendem Ladepuffer vermengt und mit nukleasefreiem Wasse auf 10 µl aufgefüllt. Um 
eventuell entstandene Sekundärstrukturen zu lösen wurden die Proben für zehn Minuten 
auf 65 °C erhitzt und unmittelbar danach auf Eis gesetzt. 
 
Die Proben wurden in die Taschen einpipettiert und bei einer Spannung von 70 Volt über 
30 Minuten aufgetrennt.  
Unter UV-Licht konnte das in die RNA interkalierende Ethidiumbromid mit einer CCD-
Kamera detektiert und analysiert werden. 
 
2.2.10.3 Reverse Transkription und radioaktive Markierung 
 
Für die reverse Transkription wurde das Enzym MMLV RT verwendet, das aus dem 
Moloney Murine Leukemia Virus stammt. Es wurde folgender Master Mix verwendet: 
 
Array RT Master Mix 
2 µl 5x Reaction Buffer 
1 µl 
10x dNTP Mix (ohne 
dATP) 
3,5 µl 
[α-32P]dATP 
(3.000 Ci/mmol) 
0,5 µl DTT (100mM) 
7 µl Gesamtvolumen 
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Um spezifische Bindung der Primer an die extrahierte mRNA zu gewährleisten, wurden 2 
µg RNA mit 1 µl CDS Primer Mix versehen und nach Mischung für 2 min bei 70 °C 
inkubiert. Nach einer Abkühlung auf 50 °C und Inkubation für 2 min wurde der Master 
Mix mit je 1 µl MMLV Reverse Transkriptase versehen und je 8 µl dieser Mischung zur 
Probe hinzugegeben. Die Proben wurden gut gemischt und bei 50 °C für 25 min inkubiert. 
Nach Ablauf dieser Zeit wurde 10x Termination Mix hinzugegeben, um die Reaktion zu 
stoppen. 
 
2.2.10.4 Säulenchromatographie 
 
Um die radioaktiv markierte cDNA von überschüssigen Nukleotiden und kleinen cDNA 
Fragmenten zu reinigen, wurde eine Säulenchromatographie nach dem Clontech-Protokoll 
durchgeführt. 
Die transkribierten Proben wurden mit 190 µl Puffer NT2 verdünnt. Nach der Auftragung 
auf die Säule folgte eine Zentrifugation bei 14.000 U/min für eine min. Der Durchfluß 
wurde verworfen und die Säule in ein neues Reaktionsgefäß gesetzt. Es wurden 400 µl 
Puffer NT3 hinzugegeben und für 1 min bei 14.000 U/min zentrifugiert. Der Durchfluß 
wurde verworfen und der letzte Schritt zwei Mal wiederholt. Nach Umsetzen der Säule in 
ein neues Reaktionsgefäß wurde die Probe mit 100 µl Puffer NE bei 14.000 U/min für 
1 min eluiert. 
 
Die Aktivität der Proben wurde durch Szintillationszählung überprüft. 2 µl jeder Probe 
wurden in 5 ml Szintillationsflüssigkeit gegeben und im Szintillationsmesser auf dem 
32P-Kanal gemessen. Es wurden nur die Proben zugelassen, die eine Aktivität von > 2x 106 
aufwiesen . 
 
2.2.10.5 Hybridisierung 
 
Um unspezifische Bindung der Proben an die Array-Nylon-Membran zu verhindern, 
wurden mögliche Bindungsstellen mit gescherter Lachshoden-DNA maskiert. 1,0 mg 
gescherter Lachshoden wurde bei 100 °C für 5 min erhitzt und auf Eis gesetzt. Die durch 
die Hitze denaturierte Lachshoden-DNA wurde mit 10 ml auf 68 °C vorgewärmter 
ExpressHyb Lösung gemischt. In einer Rollflasche wurde die Array-Membran mit dieser 
Mischung überschichtet und bei 68 °C für 30 min bei 7 U/min prähybridisiert. 
 
Unspezifische Bindungen eventuell transkribierter hochrepetitiver Sequenzen in der Probe 
wurden durch Zugabe von Cot-1 DNA geblockt. Sie besteht aus gescherter humaner 
Plazenta-DNA, aus der durch spezielle Denaturierungs- und Annealingsequenzen 
hochrepetitive Fragmente angereichert werden. 
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Die Proben wurden mit 5 µl Cot-1 DNA versehen, für 2 min bei 99 °C denaturiert und 
danach auf Eis gesetzt. Durch Zugabe dieser Proben zur mit ExpressHyb beschichteten 
Array-Membran setzte der eigentliche Hybridisierungsprozeß ein. Es wurde über Nacht bei 
68 °C unter ständiger Bewegung inkubiert. Am nächsten Tag wurden überflüssige 
Reaktionsbestandteile mit detergenzienhaltiger Waschlösung (2x SSC, 1% SDS) in 
mehreren Waschschritten entfernt. 
 
2.2.10.6 Detektion 
 
Die Membranen wurden in Plastikfolie eingeschweißt und auf Fotofilm mit Verstärkerfolie 
gelegt. Es wurde für 10 Tage bei -70 °C belichtet. Die Folie wurde entwickelt und 
eingescannt. 
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3 Ergebnisse 
3.1 MMP- und TIMP-mRNA-Expression bei U266 und Fibroblasten 
3.1.1 Expression und Modulation der MMP-1-mRNA 
 
Die Expression von MMP-1 RNA in der Zelllinie U266 und in unstimulierten Fibroblasten 
wurde durch RT-PCR analysiert.  
Während Fibroblasten MMP-1 konstitutiv exprimierten, konnte für die Zelllinie U266 mit 
dieser Methode keine MMP-1-mRNA nachgewiesen werden. 
 
Zusätzlich wurden Fibroblasten mit zuvor von der Zelllinie U266 konditioniertem Medium 
überschichtet. Nach weiteren 24 h wurde die RNA extrahiert und auf MMP-1 mRNA 
untersucht. 
Es ergab sich eine Zunahme der MMP-1 Expression um den Faktor 2,94 (± 0,4) gegenüber 
den unstimulierten Kontrollfibroblasten 
Weiterhin wurden Fibroblasten mit Zellen der Linie U266 kokultiviert. Nach 24 h erfolgte 
die mRNA-Extraktion. Diese Probe enthielt auch mRNA der kokultivierten U266. Der 
MMP-1-mRNA-Gehalt ist gegenüber dem Nativexpressionswert der Fibroblasten nicht 
verändert. Da keine signifikante Gesamtsteigerung zu messen ist, bleibt unklar, ob ein 
eventueller geringer stimulatorischer Einfluß besteht. 
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Abb. 7: Vergleich der Expression von MMP-1 in unstimulierten U266 und Fibroblasten, nach 
Stimulation und nach Kokultur. Die nativen Fibroblasten exprimieren MMP-1, wohingegen bei U266 ein 
mRNA-Spiegel nicht detektierbar ist. Durch Mediumstimulation wird die MMP-1-Transkription signifikant 
gesteigert. Kokultivierung zeigt keinen Effekt. 
 
Somit besteht ein signifikanter stimulatorischer Effekt von U266 – konditioniertem 
Medium auf die MMP-1-mRNA-Expression der von uns untersuchten Fibroblasten. Da 
durch Filtration des konditionierten Mediums die Anwesenheit von Zellbestandteilen 
ausgeschlossen wurde und die Kokultur keine signifikante Erhöhung zeigt, muß es sich bei 
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den auslösenden Faktoren um von U266 sezernierte Faktoren handeln. Um diese zu 
identifizieren, wurden weitere Versuchsreihen durchgeführt (s.u.). Für den Nachweis des 
Effektes auf der Protein-Ebene wurde ein ELISA durchgeführt (s.u.). 
 
3.1.2 Expression und Modulation der MMP-2-mRNA 
 
Die Zellkultur und mRNA-Extraktion erfolgte wie oben für MMP-1 beschrieben. 
Für die Zelllinie U266 konnte eine minimale Expression von MMP-2 nachgewiesen 
werden. Sie lag um den Faktor 2 * 10-5 niedriger, als die Nativexpression von MMP-2 in den 
Fibroblasten. 
Dagegen zeigte sich bei den Fibroblasten eine Expression, die unter Zugabe von U266–
konditioniertem Medium um 50 % (± 4,3) anstieg. 
Die Kokultivierung zeigte mit 30 % (± 2,7) Expressionsabfall keine signifikante 
Veränderung. 
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Abb. 8: Vergleich der Expression von MMP-2 in unstimulierten U266 und Fibroblasten, nach 
Stimulation und nach Kokultur. Die nativen Fibroblasten exprimieren konstitutiv MMP-2, so wie auch U266, 
deren Expression jedoch um mehrere Dekaden kleiner ist als bei den Fibroblasten. Die MMP-2-mRNA-Steigerung 
durch Mediumstimulation ist nur ansatzweise sichtbar. Die Kokultur hat keinen signifikanten Einfluß. 
 
MMP-2 wird nativ von den untersuchten Fibroblasten exprimiert. Der Einfluß von 
konditioniertem Medium ist nur ansatzweise sichtbar. Der Effekt der Kokultivierung mit 
U266 auf die MMP-2-Expression ist gering und als nicht signifikant zu bezeichnen. Um die 
Expression von MMP-2 auf der Protein-Ebene nachzuweisen, wurde ein ELISA 
durchgeführt (s.u.) 
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3.1.3 Expression und Modulation der MMP-7-mRNA 
 
Auch für den MMP-7-mRNA-Nachweis wurde derselbe Versuchsaufbau wie für MMP-1 
verwendet (s.o.). 
Die MMP-7 Expression von U266 lag unter der Nachweisgrenze. Fibroblasten exprimierten 
MMP-7. Nach Zugabe von konditioniertem Medium stieg die mRNA-Konzentration um 
40 % (± 2,9). 
Die Kokultur zeigte zwar einen MMP-7-mRNA-Abfall von 56 % (± 5,9); dieser ist jedoch, 
da es sich um ein mRNA-Gemisch aus U266 und Fibroblasten handelt, und genau 
zwischen den Nativexpressionswerten von MMP-7 liegt, nicht auswertbar.  
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Abb. 9: Vergleich der Expression von MMP-7 in unstimulierten U266 und Fibroblasten, nach 
Stimulation und nach Kokultur. MMP-7 wird ebenfalls nicht von nativen U266 transkribiert. Die unter 
nativen Bedingungen zu konstatiernde MMP-7-Expression der Fibroblasten wird nicht durch Stimulation mit 
konditioniertem Medium verändert. Die Kokultur zeigt keine auswertbare Veränderung der Expression. 
 
Auch MMP-7 wird nicht von U266, hingegen aber von Fibroblasten transkribiert. Der 
Effekt von konditioniertem Medium sowie der Kokultur mit U266 sind nicht als signifikant 
zu beschreiben. 
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3.1.4 Expression und Modulation der MMP-9-mRNA 
 
Sowohl U266 als auch Fibroblasten exprimieren konstitutiv MMP-9. Die Expression in den 
Fibroblasten ist stärker als in den Zellen von U266, und zwar um den Faktor 2,16 (± 0,2). 
Stimulation mit konditioniertem Medium führte mit rund 43 % (± 4,7) zu einer nicht 
signifikanten Senkung der MMP-9-Expression. Allerdings führte die Kokultivierung mit 
U266 zu einer signifikanten Steigerung der MMP-9-Expression um den Faktor 9,0 (± 2,0). 
Da es sich um ein RNA-Gemisch aus Fibroblasten und U266 handelt, läßt sich nicht sagen, 
welcher Zelltyp die verstärkte MMP-Expression verursacht. 
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Abb. 10: Vergleich der Expression von MMP-9 in unstimulierten U266 und Fibroblasten, nach 
Stimulation und nach Kokultur. Die konstitutive Expression von MMP-9 wird durch Mediumstimulation 
kaum beeinflußt. Durch die Zugabe von Zellen der Zelllinie U266 kommt es jedoch zu einer starken Steigerung der 
MMP-9-Expression. 
 
Die Veränderung der MMP-9-Expression scheint also durch Faktoren ausgelöst zu werden, 
die nicht löslich sind, sondern zellulärer Bestandteil von U266-Myelomzellen. Auch ist eine 
gesteigerte Stimulation durch eine sich wechselseitig verstärkende Zell-Zell-
Kommunikation denkbar. 
 
3.1.5 Expression und Modulation der TIMP-1-mRNA 
 
In der Zelllinie U266 ist keine TIMP-1 - Expression nachweisbar. Fibroblasten zeigen 
deutliche Expression von TIMP-1, die durch Zugabe von konditioniertem Medium um den 
Faktor 0,8 (± 0,02) verringert wird. Die Kokultur zeigt keine interpretierbare Veränderung 
der TIMP-1 Expression. 
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Abb. 11: Vergleich der Expression von TIMP-1 in unstimulierten U266 und Fibroblasten, nach 
Stimulation und nach Kokultur. TIMP-1 wird ausschließlich von Fibroblasten exprimiert. Die Expression läßt 
sich durch Stimulation mit konditioniertem Medium oder durch Kokultur nicht signifikant beeiflussen. 
 
TIMP-1 wird also auf mRNA-Ebene von Fibroblasten exprimiert, zeigt sich jedoch keine 
relevante Modulation durch Zugabe von konditioniertem Medium oder Kokultur mit 
U266. 
 
3.1.6 Expression und Modulation der TIMP-2-mRNA 
 
TIMP-2 mRNA wird von U266-Zellen und von Fibroblasten exprimiert. Die Expression in 
den Fibroblasten  ist um den Faktor 4,8 (± 0,8) höher als die Expression in der Zelllinie 
U266. Die Konzentration sinkt nach Zugabe von U266-konditioniertem Medium um 
nicht-signifikante 11% (± 1,1). Durch die Kokultivierung scheint der Wert gegenüber der 
Fibroblasten-mRNA um den Faktor 0,4 (± 0,05) zu sinken; da diese Probe anteilig auch 
U266-mRNA enthält, deren Nativexpression noch geringer ist, kann keine Aussage 
getroffen werden, ob es sich um eine Inhibition oder nur um anteilige Vermengung 
verschieden stark exprimierter Zell-mRNA handelt. 
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Abb. 12: Vergleich der Expression von TIMP-2 in unstimulierten U266 und Fibroblasten, nach 
Stimulation und nach Kokultur. Fibroblasten exprimieren TIMP-2 stärker als U266. Der Abfall der TIMP-
mRNA-Konzentration nach Mediumstimulation ist nichtsignifikant. Auch das Resultat durch Kokultivierung 
kann nicht eindeutig ausgewertet werden. 
 
3.1.7 Zusammenfassung der MMP-Expressionsuntersuchungen: 
 
Während die Zellen der Zelllinie U266 nur wenige MMPs und TIMPs exprimieren, konnte 
mRNA aller von uns untersuchten Metalloproteinasen und ihrer spezifischen Inhibitoren 
in unstimulierten Fibroblasten nachgewiesen werden. Dies entspricht der physiologischen 
Funktion der für Matrixhomöostase verantwortlichen Fibroblasten. 
 
Die Zugabe von U266-konditioniertem Medium zur Fibroblastenkultur führte zu einer 
signifikanten Steigerung der MMP-1-mRNA-Expression auf das knapp dreifache der 
Ausgangskonzentration ( 294% (± 40)). Da durch Zentrifugation und Filtration des 
Mediums die Kontamination durch zelluläre Bestandteile ausgeschlossen wurde, kann 
gefolgert werden, daß ein von U266-Zellen sezerniertes Agens die Expression von MMP-1 
in den Fibroblasten stimuliert hat. Im den folgenden Experimenten wurde versucht, dieses 
stimulierende Agens zu identifizieren und aufzuklären, durch welche intrazellulären 
Signalkaskaden seine Wirkung vermittelt wird. 
 
Die Modulation der anderen untersuchten MMPs waren mit Steigerung um 50% (± 4,3) 
für MMP-2, Steigerung um 40% (± 4,0) für MMP-7, und Senkung um 43 % (± 4,7) für 
MMP-9, bzw. 20 % (± 0,5) für TIMP-1 und 11 % (± 1,1) für TIMP-2 nicht signifikant. In 
unserem Versuch konnte die Zelllinie U266 die mRNA-Expression dieser 
Metalloproteinasen nicht verändern. 
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An diese Ergebnisse schloß sich die Frage an, ob die Expressionssteigerung von MMP-1 
auch auf Proteinebene vorhanden ist und ob eventuell auch andere MMPs auf 
Proteinebene stärker exprimiert werden, obwohl ihre mRNA-Level unverändert bleiben. In 
den ELISA-Versuchen wurde die MMP-Protein-Expression gemessen (s. ELISA-
Ergebnisteil). 
 
Un
sti
m
.V
er
gl
.
M
M
P-
1
M
M
P-
2
M
M
P-
7
M
M
P-
9
TI
M
P-
1
TI
M
P-
2
Ex
p
re
ss
io
n
 u
n
te
r 
St
im
u
la
ti
o
n
re
l. 
zu
r 
u
n
st
im
. K
o
n
tr
o
lle
0,0
0,5
1,0
1,5
2,0
2,5
3,0
3,5
4,0
 
 
Abb. 13: Vergleich der Expression verschiedener MMPs und TIMPs in Medium- stimulierten 
Fibroblasten im Vergleich zur Nativexpression. Die Stimulation mit konditioniertem Medium führt zur 
signifikant vermehrten Expression von MMP-1-mRNA. Die mRNA-Spiegel der anderen untersuchten MMPs und 
TIMPs verändern sich nicht signifikant. 
 
Durch die Kokultivierung von Fibroblasten und Zellen der Zelllinie U266 zeigte sich nur 
für MMP-9 eine deutlich signifikante Steigerung der Expression. MMP-9-mRNA wurde im 
Zellgemisch um den Faktor 9,0 (± 2,0) stärker exprimiert als in den Fibroblasten, sogar um 
den Faktor 20 (± 4,9) stärker als in Zellen der Zelllinie U266. Da es sich um gemischte 
mRNA von U266 und Fibroblasten handelt, ist nicht einsehbar, welche Zellpopulation 
verstärkt MMP-9 exprimiert. 
 Da diese Steigerung der Expression in den Versuchen mit konditioniertem Medium nicht 
auftrat, handelt es sich sehr wahrscheinlich um eine Stimulation durch zelluläre 
Bestandteile. Auch eine verstärkte Expression durch interzelluläre Kommunikation könnte 
einen Einfluß auf die Expression haben. 
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Abb. 14: Vergleich der Expression verschiedener MMPs und TIMPs in U266-Fibroblasten-
Kokulturen im Vergleich zu unstimulierten Fibroblasten. Kokultivierung führte im Fall von MMP-9 zu 
einem starken Anstieg der mRNA-Expression. Die Expression der anderen untersuchten MMPs und TIMPs 
veränderte sich nicht entscheidend. 
 
3.1.8 Effekte inhibitorischer Substanzen 
 
Da die Absicht bestand, die Faktoren zu identifizieren, die im vorliegenden 
Stimulationsmodell zu einer Expressionssteigerung von MMP-1 in den Fibroblasten 
beitragen haben. Zu diesem Zweck wurden zwei verschiedene Herangehensweisen 
ausgewählt:  
 
Fibroblasten wurden mit TGF-beta stimuliert, um eine eventuelle stimulierende Wirkung 
auf die MMP-1-Produktion feststellen zu können. 
  
In einem zweiten Versuch wurde konditioniertes Medium mit Antikörpern gegen die 
Zytokine TNF-alpha und IL-1beta inkubiert und ihre Wirkung dadurch kompetitiv 
gehemmt.. 
 
Der Effekt auf die mRNA-Produktion wurde durch quantitative RT-PCR untersucht. 
 
3.1.8.1 TGF-beta und die MMP-1-Expression 
 
Die Stimulation der Fibroblasten mit TGF-beta führte zu einer nicht signifikanten Senkung 
der MMP-1-Expression um 42 % (± 11,0). Somit kommt TGF-beta alleine gesehen nicht 
für den stimulatorischen Effekt auf die MMP-1-Expression in unserem Modell in Frage. Es 
besitzt aber anscheinend Eigenschaften, die die konstitutive Produktion von MMP-1-
mRNA in den Fibroblasten herunterregulieren können. 
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Abb. 15: Der Einfluß von TGF-beta auf die Expression von MMP-1 in Fibroblasten. 
Stimulation mit TGF-beta führt zur Herunterregulierung der MMP-1-Produktion.  
 
3.1.8.2 IL-1beta und die MMP-1-Expression 
 
Um die Bedeutung einzelner Zytokine für die beobachtete Veränderung der MMP-1-
mRNA-Expression zu aufzuschlüsseln, wurde bereits mit U266 konditioniertes Medium 
mit Antikörpern gegen humanes TNF-alpha und IL-1beta inkubiert. Diese führten über 
Bindung der im Medium vorhandenen Zytokine zu kompetitiven Hemmung der 
Zytokinwirkung auf die Fibroblasten. Die Zellen wurden 24 h mit den Antikörpern 
kultiviert und anschließend die mRNA extrahiert. 
Die Zugabe von anti-TNF-alpha-Antikörpern bewirkte eine Steigerung der Expression um 
73% (± 11,0) gegenüber der Stimulation mit konditioniertem Medium. Auch anti-IL-
1beta-Antikörper führten zu einer Steigerung der MMP-1-mRNA, und zwar um 
553 % (± 89,0). 
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Abb. 16: Der Einfluß von inhibitorischen Antikörpern gegen IL-1beta und TNF-alpha auf die 
Expression von MMP-1. Die Blockierung von Zytokinen durch inhibierende Antikörper führt im Falle von 
aTNF-alpha zu einer leichten, im Falle von aIL-1beta zu einer starken Steigerung der Expression von MMP-1. 
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3.2 ELISA 
3.2.1 Expression und Modulation des MMP-1-Proteins 
 
Nachdem sich auf mRNA-Ebene eine Steigerung der MMP-1-Produktion durch 
Stimulation mit konditioniertem Medium gezeigt hatte, ergab sich die Frage, ob sich diese 
Stimulation auch in der Menge sezernierten MMPs wiederspiegelt. Zu diesem Zweck 
wurde ein ELISA durchgeführt. 
 
Es zeigte sich, daß auch auf der Proteinebene eine Steigerung der MMP-1-Produktion 
durch konditioniertes Medium induziert werden kann. Die MMP-1-Produktion wurde um 
den Faktor 3,5 (± 1,3) vervielfacht. Die Steigerung der mRNA-Spiegel führt also auch zu 
einer Steigerung sezernierten MMPs.  
 
Effekt der Zugabe inhibierender Antikörper zum konditionerten Medium auf die MMP-
Expression 
 
Die Zugabe von TNF-alpha-Antikörpern zum konditionierten Medium führte zu einer 
nicht signifikanten Verminderung der MMP-1-Expression von 29 % (± 12,5). Wurde das 
konditionierte Medium mit Antikörpern gegen IL-1beta inkubiert, stieg die Expression um 
43 % (± 14). 
Die auf mRNA-Ebene zu beobachtende Steigerung der MMP-1-Expression durch  
anti-TNF-alpha führt also nicht zu einer Steigerung bioverfügbaren Proteins. Die 
signifikant gesteigerte Expression von MMP-1 nach IL-1beta-Inhibition führt zu einer 
Steigerung der Proteinsekretion.  
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Abb. 18: Die MMP-1-Proteinexpression in Fibroblasten, ihre Modulation durch konditioniertes 
Medium und der Einfluß von inhibierenden Antikörpern gegen Zytokine. Fibroblasten exprimieren 
konstitutiv MMP-1 und durch konditioniertes Medium läßt sich die Produktion signifikant steigern. Die Zugabe 
inhibierender Antikörper gegen TNF-alpha zeigt keinen signifikanten Effekt. Anti-IL-1beta-Inhibition führt 
hingegen zur Steigerung der MMP-1-Proteinexpression. 
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Parallel zur Untersuchung der extrazellulären Signalwege durch Zytokinblockierung wurde 
überprüft, ob intrazelluläre Signalkaskaden der MAP-Kinasefamilie entscheidend an der 
Induktion von MMP-1 beteiligt sind. Zu diesem Zweck wurde konditioniertes Medium mit 
den MAP-Kinase-Pathway-Hemmern SB202190, SB203580 und PD 98059 versehen. Mit 
diesem Medium wurden Fibroblasten inkubiert. 
 
Unter dem Einfluß des p38alpha-MAPK-Inhibitors SB203580 kam es im Vergleich zu den 
mediumstimulierten Fibroblasten zu einer Heraufregulierung der MMP-1-Expression von 
88% (± 13). Der p38alpha und -beta-spezifische Inhibitor SB202190 zeigte keinen Effekt 
auf die MMP-1-Expression. PD98059, der spezifisch den p38-Pathway blockiert, führte zu 
einer nicht signifikanten Senkung der Expression um 21% (± 0,5). 
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Abb. 19: Die MMP-1-Proteinexpression in Fibroblasten, ihre Modulation durch konditioniertes 
Medium und der Einfluß von Inhibitoren des MAPK-Pathways. Fibroblasten exprimieren konstitutiv 
MMP-1. Durch konditioniertes Medium läßt sich die Produktion signifikant steigern. Die Zugabe des MAPK-
Pathway-Inhibitors SB203580  führt zu einer Steigerung der MMP-1-Expression. SB202190  und PD 98059 
verändern die Expression nicht. 
 
3.2.2 Kokultivierung und MMP-1-Proteinexpression 
 
Durch Kokultivierung stieg die Expression von MMP-1 im Vergleich zu unstimulierten 
Fibroblasten um 25% (2,1). Diese Veränderung ist als nicht signifikant zu bezeichnen.  
Die Inhibitoren des MAP-Kinase-Pathways zeigten unterschiedliche Effekte. Der p38alpha-
Inhibitor SB202190 führte zu einer unspezifischen Verminderung der Expression von 18%  
(± 3,9) und der ERK1/2-Inhibitor PD98059 bewirkte keine Modulation der MMP-1-
Expression. Dagegen führte der p38alpha und –beta-Inhibitor SB203580 zu einer 
deutlichen Reduktion der MMP-1-Konzentration von 73% (±11,3). 
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Abb. 20: Die MMP-1-Proteinexpression in U266 und Fibroblasten, ihre Modulation durch Kokultur 
und  Inhibitoren des MAPK-Pathways. Die Kokultur von U266 mit Fibroblasten führt zu keiner signifikanten 
MMP-1-Expressionssteigerung gegenüber der Fibroblastenkontrolle. Auch die Inhibition mit SB202190 und PD 
98059 zeigt keinen Effekt, wohingegen die Inkubation mit SB 203580 eine deutliche Senkung der MMP-1-
Expression bewirkt. 
 
3.2.3 Expression und Modulation des MMP-2-Proteins 
 
Native Fibroblasten exprimieren und sezernieren MMP-2-Protein. Durch die Zugabe von 
konditioniertem Medium steigert sich die Produktion von MMP-2 um den Faktor 3,0 (± 
0,2), ein Effekt, der sich auf mRNA-Ebene nicht zeigte. Dort blieb die MMP-2-mRNA-
Expression nach Serumstimulation unverändert. 
Nach Zugabe von inhibierenden Antikörpern gegen IL-1beta und TNF-alpha zeigte sich 
keine signifikante Veränderung der MMP-Expression. Durch aTNF-alpha sank die 
Expression um 8,0 % (± 0,4), aIL-1beta führte zur Steigerung von 2% (± 0,2). 
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Abb. 21: Die MMP-2-Proteinexpression in Fibroblasten, ihre Modulation durch konditioniertes 
Medium und der Einfluß von inhibierenden Antikörpern gegen Zytokine. Fibroblasten exprimieren 
konstitutiv MMP-2 und durch konditioniertes Medium läßt sich die Produktion signifikant steigern. Keiner der 
eingesetzten inhibierenden Antikörper zeigt hingegen einen Effekt auf die MMP-2-Proteinexpression im Vergleich 
zum konditionierten Medium. 
 
Analog zu MMP-1 wurde auch für MMP-2 die Bedeutung intrazellulärer Signalkaskaden 
für die Expressionssteigerung untersucht. Keiner der drei MAP-Kinase-Pathway-
Inhibitoren führte zu einer signifikanten Modulation der Expression. SB 202190 führte zu 
einer Steigerung von 10 % (± 1,0), SB203580 zeigte konstante MMP-2-Level im Vergleich 
zu stimulierten Fibroblasten und PD98059 führte zur nichtsignifikanten Steigerung von 
17 % (± 1,4). 
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Abb. 22: Die MMP-2-Proteinexpression in Fibroblasten, ihre Modulation durch konditioniertes 
Medium und der Einfluß von Inhibitoren des MAPK-Pathways. Fibroblasten exprimieren konstitutiv 
MMP-2 und durch konditioniertes Medium läßt sich die Produktion signifikant steigern. Die Zugabe der MAPK-
Pathway-Inhibitoren führt zu keiner Modulation freier Matrixmetalloproteinase-2. 
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3.2.4 Kokultivierung und MMP-2-Expression 
 
Auch die Kokultur führte zu einer signifikanten Steigerung der MMP-2-Proteinexpression 
um den Faktor 3,5 (± 0,15). Diese Steigerung war ebenfalls auf mRNA-Ebene nicht 
messbar.  
Die Zugabe der MAP-Kinaseinhibitoren inhibierte diese Expressionssteigerung. Die 
p38alpha und alpha/beta-Inhibitoren SB202190 und SB203580 senkten die Expression um 
42 % (±7,2) bzw. 29 % (± 1,9). Der ERK1/2-MAPK-Inhibitor PD98059 führt zu einer 
leichten, nichtsignifikanten Steigerung der MMP-2-Expression von 17 % (± 1,9). 
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Abb. 23: Die MMP-2-Proteinexpression in U266 und Fibroblasten, ihre Modulation durch Kokultur 
und  Inhibitoren des MAPK-Pathways. U266 exprimiert kein freies MMP-2, wohingegen Fibroblasten 
konstitutiv MMP-2 exprimieren. Die Kokultur steigert die MMP-2-Produktion signifikant. 
Durch Inhibition mit SB202190 und SB203580 kommt es  zu einer leichten Senkung des MMP-2-Spiegels. 
PD98059 führt zu einer nichtsignifikanten Steigerung der Synthese. 
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3.3 Ergebnisse der Array-Untersuchung 
 
 
Abb. 24: Ergebnis der Array-Stimulationsversuche. Oben: unstimulierte Fibroblasten. Unten: stimulierte 
Fibroblasten. Fibroblasten wurden wie in den RT-PCR-Experimenten mit konditioniertem Medium überschichtet 
und für 24 h inkubiert. An zwei Stellen des Cell-Cell-Interaction-Array sind eindeutige Signalverminderungen 
nach Stimulation mit konditioniertem Medium zu sehen (markiert durch Pfeile). Diese Spots entsprechen den 
Koordinaten 4L und 23F des Clontech Cell-Cell-Interaction Array (Erläuterung s. Text) 
 
Um nach Genen zu screenen, die durch die Stimulation mit U266-konditioniertem 
Medium in ihrer Expression moduliert werden, wurde eine cDNA-Array-Untersuchung 
mit dem Cell-Cell-Interaction-Array der Firma Clontech durchgeführt. 
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Zwei Spots zeigten nach Stimulation eine deutlich verringerte Strahlungsdichte. Es handelt 
sich um die Gene secreted protein acidic and rich in cysteine (SPARC)/Osteonectin (ON), 
ein extrazellulär sezerniertes Matrixprotein auf dem Spot mit der Koordinate 4L und ras 
homolog gene family member A (RHOA), ein G-Protein und Onkogen, auf dem Spot mit 
der Koordinate 23F. Die Bedeutung dieser Gene im Zusammenhang mit der MMP-
Expression ist noch nicht sicher geklärt und wird im Kapitel Diskussion näher erörtert. 
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4 Diskussion 
 
In diesem Abschnitt werden die Versuchsergebnisse zusammengefaßt, interpretiert, mit den 
Ergebnissen anderer Forschungsgruppen verglichen und ein Ausblick auf mögliche 
Konsequenzen gegeben. 
 
4.1 Kurze Zusammenfassung der Versuchsergebnisse 
 
Zellen der Zelllinie U266 exprimierten in den für diese Arbeit durchgeführten 
Untersuchungen die Matrixmetalloproteinasen MMP-1, MMP-9 und den MMP-
spezifischen Inhibitor TIMP-2. Fibroblasten zeigten ein breiteres Spektrum der Expression, 
das sowohl MMP-1, MMP-2, MMP-7, MMP-9 sowie TIMP-1 und TIMP-2 umfasste 
. 
Diese basale Expression der Fibroblasten liess sich durch Stimulation mit U266-
konditioniertem Medium verändern. Die MMP-1-Expression wurde durch konditionertes 
Medium auf mRNA- und Proteinebene gesteigert. Blockierung der Zytokine TNF-alpha 
und IL-1beta im konditionierten Medium durch spezifische, inhibitorische Antikörper 
konnte diesen Effekt nicht rückgängig machen. Im Gegenteil, selektive Inhibition von IL-
1beta führte zu einer weiteren Steigerung der MMP-1-Expression und -Sekretion. Durch 
die Blockierung intrazellulärer MAP-Kinase-Signalwege konnte der MMP-1-Effekt 
ebenfalls gesteigert werden. Der Inhibitor der p38alpha- und -beta-Kinase, SB 203580, 
steigerte die MMP-1-Sekretion nach Mediumstimulation signifikant. 
 
Auch die Kokultivierung von Fibroblasten mit Myelomzellen zeigte einen Effekt auf die 
MMP-Expression. Kokultivierung induzierte die Expression von MMP-9 über 
transkriptionelle Mechanismen. Die MMP-2-Sekretion wurde über posttranskriptionelle 
Vorgänge auf Proteinebene stimuliert.  
 
Es wurde versucht, die Signalwege aufzudecken, durch welche diese Expressionssteigerung 
verursacht wird. Die Untersuchungen zeigten, dass für die MMP-2-Induktion der p38-
MAP-Kinase-Signalweg entscheidend ist. Die Expressionssteigerung durch Kokultur kann 
durch den Inhibitor SB 202190 rückgängig gemacht werden. Auch auf die Expression von 
MMP-1 haben die p38-MAP-Kinasen Einfluss. Im Kokulturmodell hemmte der Inhibitor 
SB 203580 die Sekretion von MMP-1 signifikant. 
 
In jüngster Zeit konnte gezeigt werden, daß Matrixmetalloproteinasen (MMP) bedeutende 
Funktionen in der Tumorprogression ausüben [61, 85, 86]. Zusätzlich zu den 
matrixdegradierenden Eigenschaften wurde die Bedeutung der verstärkten MMP-
Expression in Neoplasien für die Tumorbiologie erkannt.  
Die in der Tumorprogression involvierten MMPs werden häufig in stärkerem Maße durch 
die Stromazellen der Mikroumgebung als durch die Tumorzellen selbst exprimiert. 
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Bauer und Mitarbeiter konnten zum ersten Mal im Jahre 1977 anhand von histologischen 
Untersuchungen an Basalzellkarzinomen die vermehrte Gelatinase-Expression in den 
Stromazellen der Tumormikroumgebung zeigen [87]. Zahlreiche andere Autoren 
beobachteten ein ähnliches Verhalten der MMP-Expression beim Mammakarzinom, 
Melanom, Kolorektalen Karzinom und anderen Tumoren [52, 88-93]. 
 
Für das multiple Myelom wiesen Kossakowska et al. anhand von Gewebeproben eine 
erhöhte Expression von Matrixmetalloproteinasen nach [94]. Barillé et al. zeigten als Erste 
in vitro, dass auch beim multiplen Myelom eine Steigerung der MMP-Expression durch 
Tumor-Stroma-Interaktion erfolgt [95]. Vacca et al. konnte eine Korrelation zwischen 
Tumorstadium und Stärke der Expression von Matrixmetalloproteinasen beim multiplen 
Myelom feststellen [96]. 
 
Die vorliegende Arbeit beschäftigt sich mit der Expression von Matrixmetalloproteinasen 
beim multiplen Myelom. Es wurde versucht aufzuklären, durch welche Zytokine MMPs im 
Tumorstroma induziert werden und welche intrazellulären Signalkaskaden daran beteiligt 
sind. Um die Interaktion zwischen der Neoplasie und ihrer Mikroumgebung darzustellen, 
wurde ein in-vitro-Tumor-Fibroblasten-Interaktionsmodell etabliert. 
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Abb. 25: Potentielle Ansatzpunkte für eine Inhibition der Matrixmetalloproteinasen (mod. nach 
[38]). Die Expression und Aktivität der MMPs wird durch verschiedene Kontroll- und Steuermechanismen 
geregelt. Die in den vorliegenden Experimenten untersuchten Mechanismen sind durch Fettdruck hervorgehoben.  
 
Im ersten Teil der Versuche wurde der Einfluß der Myelomzellen auf die MMP-Expression 
in Fibroblasten untersucht und insbesondere der Einfluß löslicher und zellulärer Faktoren 
unterschieden.  
 
Im zweiten Teil der Versuche wurden spezifische Inhibitoren bestimmter Zytokine und 
intrazellulärer Signalwege zu den stimulierten Zellen hinzugegeben. Auf diese Weise sollten 
die Mechanismen, die zur erhöhten MMP-Expression führen, aufgeklärt werden. 
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4.2 Ergebnisse und Interpretation 
4.3 Nativexpression der Matrixmetalloproteinasen 
4.3.1 MMP-Expression durch U266 
 
Die Zelllinie U266 exprimierte mRNA der Matrixmetalloproteinasen MMP-2, MMP-9 und 
TIMP-2. Diese Proteasen und Proteaseinhibitoren wurden in geringerer Konzentration als 
in den Fibroblasten exprimiert. Native Sekretion konnte im ELISA auch für MMP-2 
nachgewiesen werden. MMP-7- und TIMP-1-mRNA wurden nicht von der Zelllinie U266 
exprimiert.  
 
Für MMP-1 konnte kein steady-state mRNA-Spiegel nachgewiesen werden. In der ELISA-
Untersuchung zeigte sich jedoch eine MMP-1-Sekretion. Diese Beobachtungen  scheinen 
im Widerspruch zueinander zu stehen. James et al. beobachteten an glatten 
Gefäßmuskelzellen ebenfalls das Phänomen, daß steady-state-level von MMP-1-mRNA 
unter der Nachweisschwelle lagen, aber MMP-1 sezerniert wurde [97]. Delany et al. 
konnten zeigen, daß die Stabilität von MMP-1-mRNA posttranskriptionell durch 
zahlreiche Faktoren moduliert wird [65]. Vincenti et al. schlossen daraus, dass durch die 
mangelnde Stabilität der MMP-1-mRNA bei geringer Expressionsrate im Ruhezustand der 
mRNA-Spiegel zeitweise unter die Detektionsschwelle sinken kann [98].  
 
Die Nativexpression von MMP-9 durch U266 wurde bereits durch andere Gruppen 
beschrieben [95, 99]. Zur Expression von MMP-2 gibt es widersprüchliche Angaben in der 
Literatur. Die Mehrzahl der Veröffentlichungen beschreibt eine steady-state-Expression, 
die mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit übereinstimmt und sie damit bestätigt 
[78, 95, 99]. Von Barillé et al. wurde weder eine MMP-1- noch eine MMP-2-Expression 
durch U266 gefunden. Hingegen exprimierten die Zellen MMP-7, was im Widerspruch zu 
den hier gefundenen Ergebnissen und denen anderer Veröffentlichungen steht [100]. 
Wahrscheinlich sind diese Unterschiede auf Abweichungen in der Zellkultur oder in den 
Analysemethoden zurückzuführen. 
 
4.3.2 MMP-Expression durch Fibroblasten 
 
Ihrer zentralen Funktion in der Matrixremodellierung entsprechend exprimierten und 
sezernierten die von uns untersuchten Fibroblasten ein weites Spektrum von MMPs und 
TIMPs. MMP-1, MMP-2, MMP-7, MMP-9, TIMP-1 und TIMP-2 wurden konstitutiv 
exprimiert und für MMP-1 und MMP-2 wurde auch die Sekretion von Protein 
nachgewiesen. Damit bestätigen die Ergebnisse dieser Arbeit Untersuchungen anderer 
Gruppen, die ebenfalls ein breites Spektrum der MMP-Synthese durch Fibroblasten 
beschreiben [74, 75]. 
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4.4 Stimulation der MMP-Produktion in Fibroblasten 
4.4.1 Stimulation durch konditioniertes Medium 
 
Es konnte gezeigt werden, daß Stimulation der Fibroblasten mit konditioniertem Medium 
zu einer Expressionssteigerung von MMP-1-mRNA führt. Auch in der ELISA-
Untersuchung zeigte sich eine verstärkte Expression von MMP-1-Protein. 
 
Ferner konnten leicht erhöhte MMP-2-mRNA Spiegel festgestellt werden. Die 
Untersuchung auf MMP-2 durch ELISA ergab signifikant höhere Mengen von Protein nach 
Stimulation mit konditioniertem Medium. 
 
MMP-7, MMP-9, TIMP-1 und TIMP-2 blieben nach Stimulation mit konditioniertem 
Serum in ihrer Expression unverändert. 
 
Die Kokultivierung der Fibroblasten mit Zellen der U266-Myelomzelllinie führte zu einer 
signifikanten Expressionssteigerung von MMP-2-Protein und MMP-9-mRNA, wohingegen 
alle andere untersuchten MMPs und TIMPS unbeeinflußt blieben. 
 
Somit lassen sich durch die vorliegenden Ergebnisse drei verschiedene Formen der MMP-
Expressionssteigerung definieren: 
 
Für MMP-1 konnte eine Steigerung der Expression durch konditioniertes Medium, aber 
nicht durch Zell-Zell-Kontakt gezeigt werden. Die erhöhte mRNA-Konzentration ging 
einher mit einer gesteigerten Proteinsekretion. Das konditionierte Medium enthielt also 
offensichtlich Faktoren, welche die Transkription und Sekretion von MMP-1 verstärken 
konnten. 
 
MMP-2 wurde nach Inkubation mit konditioniertem Medium vermehrt sezerniert. Die 
MMP-2-mRNA-Konzentration in den Fibroblasten stieg jedoch nach Stimulation mit 
U266-konditioniertem Medium nur schwach an. Offensichtlich führten lösliche Faktoren 
im konditionierten Medium zu einer posttranskriptionellen Modifikation der MMP-2-
Expression. 
 
MMP-2 und MMP-9 wurden durch direkten Zell-Zell-Kontakt vermehrt exprimiert. Im 
Falle von MMP-9 wurde die Expression ausschließlich durch den Zell-Zell-Kontakt 
induziert. Konditioniertes Medium alleine hatte keinen positiven Effekt auf die MMP-9-
Expression. 
 
Aus diesen Ergebnissen kann geschlossen werden, dass U266 oberflächengebundene Stoffe 
exprimiert, deren direkter Kontakt mit der Fibroblastenoberfläche einen stimulatorischen 
Effekt auf die Produktion von MMP-2 und MMP-9 ausübt. 
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Die Induzierbarkeit der Matrixmetalloproteinasen durch konditioniertes Medium in 
physiologischen wie pathologischen Umgebungen ist wiederholt demonstriert worden. So 
und Mitarbeiter konnten als Erste am Beispiel von Chorionzellen die induzierende 
Wirkung von makrophagenkonditioniertem Medium auf die MMP-1-Expression 
demonstrieren [101]. Es folgten ähnliche Beobachtungen zur MMP-1-Expression bei 
verschiedenen neoplastischen Erkrankungen [102, 103]. 
 
Barillé et al. fanden bei Myelom-Knochenmarksstromazellen eine Sekretionssteigerung von 
MMP-1 durch verschiedene lösliche Zytokine [95]. Diese Beobachtungen gehen konform 
mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit, die eindeutig zeigen, dass lösliche Stoffe im 
U266-konditionierten Medium die MMP-1-Expression induzieren können. 
 
Allerdings beschrieb dieselbe Gruppe auch eine Sekretionssteigerung von MMP-1 durch 
Kokultur von Knochenmarksstromazellen und U266-Myelomzellen [95]. Für MMP-1 
konnte eine Zell-Zell-Kontakt-Induktion durch die Experimente der vorliegenden Arbeit  
nicht nachgewiesen werden.  
 
MMP-1 zählt, zusammen mit MMP-7 und MMP-9 zu den induzierbaren 
Metalloproteinasen. Den Promotorregionen dieser MMPs sind hochkonservierte 
genregulatorische Elemente wie eine activator-protein-1 (AP-1)-Bindungsstelle, polyoma 
enhancer A binding protein-3 (PEA3) oder eine TATA-Box gemeinsam, an die z. B. durch 
Zytokine induzierte Transkriptionsfaktoren binden können.  Im MMP-2-Promotor fehlen 
solche cis-regulatorischen Elemente [38].  Damit gilt MMP-2 als Metalloproteinase, deren 
Transkriptionsrate nur schwach oder gar nicht durch äußere Einflüsse verändert werden 
kann [104]. 
 
In den vorliegenden Untersuchungen wurde MMP-2 auf Proteinebene jedoch eindeutig 
induziert und zwar zum einen durch Stimulation mit U266-konditioniertem Medium, zum 
anderen durch direkten Zell-Zell-Kontakt. Es gibt also, wie die hier dargestellten Ergebnisse 
demonstrieren, posttranskriptionelle Mechanismen, durch welche die MMP-2-Sekretion 
offensichtlich gesteigert werden kann. Overall et al. hatten eine deutliche Steigerung der 
MMP-2-mRNA-Stabilität in Gingivafibroblasten nach Stimulation mit TGF-beta 
beobachtet [105]. Eine solche Ursache für die posttranskriptionelle MMP-2-Induktion 
wären auch für das vorliegende Stimulationsmodell denkbar.  
 
4.4.2 Stimulation durch Zell-Zell-Kontakte 
 
Die hier beobachtete Induktion von MMP-2 durch Zell-Zell-Kontakte wird offensichtlich 
durch einen Faktor auf der Oberfläche der U266-Zellinie ausgelöst. Sie könnte durch die 
Anwesenheit von extracellular matrix metalloproteinase inducer (EMMPRIN; früher auch 
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tumor collagenase stimulatory factor (TCSF) oder basigin genannt) bedingt sein [106]. 
EMMPRIN ist ein Oberflächen-Glykoprotein, das zur Superfamilie der Immunglobuline 
gehört [107]. Seine induktiven Fähigkeiten für MMP-1, -2 und -3 sind eindeutig 
beschrieben worden [108]. Die Stimulation von Matrixmetalloproteinasen durch 
EMMPRIN erfolgt über intrazelluläre Signalwege, an denen der p38-MAPK-Pathway 
entscheidend beteiligt ist  [79]. EMMPRIN wird bei entzündlichen Prozessen wie 
rheumatoider Arthritis vermehrt exprimiert, aber auch bei einer Reihe von Tumoren wie 
z.B. beim Larynxkarzinom [109], bei Gliomen [110], Melanomen [111], aber auch bei 
Tumoren lymphatischer Zellreihen, wie beim Hodgkin-Lymphom [112]. Die Expression 
von EMMPRIN beim multiplen Myelom wurde bisher allerdings noch nicht beschrieben. 
 
Die Untersuchungen der Gruppe um Barillé zur MMP-2-Sekretion beim multiplen 
Myelom weichen von den hier vorgestellten Ergebnissen ab. Barillé et al. hatten in vitro 
keine Steigerung der MMP-2-Produktion in Knochenmarkstromazellen festgestellt, weder 
durch lösliche Faktoren, noch durch Zytokine [95]. Allerdings erfolgte die Stimulation der 
Fibroblasten in den Experimenten dieser Gruppe nur mit einzelnen, ausgewählten 
Zytokinen. Es kann aber davon ausgegangen werden, dass im U266-konditionierten 
Medium eine Mehrzahl stimulierender Faktoren vorhanden ist. Das Zusammenspiel 
verschiedener Zytokine kann bekanntermaßen positive synergistische Effekte auf die 
MMP-Expression aufweisen, die durch Stimulation mit nur einem solitären Zytokin nicht 
erreicht werden können. Insofern stehen die Beobachtungen zur Zytokininduktion der 
MMPs von Barillé et al. nicht in direktem Widerspruch zu den hier präsentierten 
Ergebnissen. Außerdem untersuchte jene Gruppe eine die MMP-Expression in 
Knochenmarkstromazellen und nicht, wie hier, in Fibroblasten. Hierin liegt wahrscheinlich 
auch die Ursache für die differierenden Ergebnisse im Hinblick auf die Zell-Zell-Induktion 
von MMP-2.  
 
Die hier beobachtete Induktion von MMP-9-mRNA ist eindeutig auf Zell-Zell-Kontakt 
zurückzuführen. Durch stimuliertes Medium alleine ließ sich keine Steigerung der MMP-9-
Expression bewirken. Zwar wurde berichtet, daß die MMP-9-Expression in humanen 
dermalen Fibroblasten durch Zytokine wie IL-1beta und TNF-alpha heraufreguliert werden 
kann [113]. In den hier durchgeführten Experimenten hatte jedoch die Menge oder 
Zusammensetzung an stimulatorischen Substanzen im konditionierten Medium 
anscheinend keinen Effekt auf die MMP-9-Expression. Die Expressionssteigerung scheint 
also, wie bei MMP-2, vielmehr durch Zelloberflächenfaktoren induziert zu werden, die die 
Myelomzelllinie U266 exprimiert. 
 
Zell-Zell-Kontakte wurden bereits von anderen Autoren als Ursache für die MMP-9-
Induktion identifiziert. Himmelstein et al. beobachteten z. B. nach Kokultivierung von 
Fibroblasten und Kolonkarzinomzellen eine erhöhte MMP-9-Sekretion, die nicht durch 
tumorkonditioniertes Medium induziert werden konnte [114]. Auch andere Tumorzellen 
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wie Ovarialkarzinome und Mammatumoren besitzen offenbar die Fähigkeit, durch 
Oberflächenfaktoren die Transkription von MMP-9 in Fibroblasten zu stimulieren [115, 
116]. 
 
Es gibt Hinweise, dass auch die Expression von MMP-9 durch EMMPRIN beeinflußt 
werden kann [117]. Andere Oberflächenmoleküle, für die eine Wirkung auf die MMP-9-
Expression beschrieben wurde, sind das intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1) und 
der gp39-CD40 Oberflächenrezeptor [118, 119]. Auch hier bieten sich weitergehende 
Untersuchungen zur genauen Identifikation des MMP-9-induzierenden 
Oberflächenmoleküls an. 
 
Die von uns beobachtete, durch stimuliertes Serum nicht beeinflußbare Expression von 
TIMP-1 und TIMP-2 wurde ebenfalls von anderen Autoren beschrieben.  
Der TIMP-2-Promotor ist, ähnlich wie der MMP-2-Promotor, relativ unempfindlich für 
stimulatorische Reize durch Zytokine [120]. Es verwundert daher nicht, daß sich auch in 
den vorliegenden Experimenten keine Änderung der Expressionrate nach Stimulation mit 
konditioniertem Medium zeigte.  
 
Die Promotorregion des TIMP-1-Gens weist hingegen eine Vielfalt von responsiven 
Elementen auf [120]. Verschiedene Arbeitsgruppen berichteten von sehr unterschiedlichen 
Beobachtungen in Bezug auf die TIMP-1-Expression nach Stimulation mit Zytokinen. In 
manchen Publikationen wird von einer Herauf- oder Herunterregulierung der TIMP-1-
Expression durch Zytokine berichtet, in anderen widerum verändert sich die TIMP-1-
Expression durch Stimulation nicht. Overall et al. konnten z. B. eine starke Erhöhung der 
TIMP-1-Expression in humanen Gingivafibroblasten durch Stimulation mit IL-1beta 
beobachten [105], wohingegen Meller et al. nach Stimulation mit dem selben Zytokin in 
Konjunktivafibroblasten keine Veränderung feststellten [121]. Die in den vorliegenden 
Experimenten gefundene, nicht beeinflußbare Expression von MMP-1 findet also ihre 
Entsprechung in Experimenten anderer Gruppen und ist entweder durch die 
Zusammensetzung stimulatorischer Substanzen im U266-konditionierten Medium oder 
durch den untersuchten Fibroblasten-Zelltyp bedingt. 
 
4.5 Tumorbiologische Bedeutung der MMP-Induktion durch U266 
4.5.1 MMP-1 
 
MMP-1 ist die einzige Protease, die bei neutralem pH-Wert in der Lage ist, nativ fibrilläres 
Typ-I-Kollagen proteolytisch zu spalten. Degradation von Typ-I-Kollagen ist der initiale 
Schritt in der Knochenresorption [122]. Die Spaltprodukte des Typ-I-Kollagens sind 
chemoattraktiv für Osteoklasten und fördern so indirekt den Knochenabbau [123, 124]. 
Außerdem stellen sie Substrate für die Gelatinasen MMP-2 und MMP-9 dar, die daraus 
biologisch aktive Substanzen durch proteolytische Modifikation erzeugen können.  
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Konstitutiv erhöhte MMP-1-Expression führte im Tierversuch außerdem zu einer 
vermehrten Bildung präkanzeröser Läsionen [31]. Bei kolorektalen Neoplasien korrelierte 
die vermehrte Expression von MMP-1 mit einer schlechten Prognose [32].  
Die vermehrte Produktion von MMP-1 durch U266-konditioniertes Medium führt in 
Folge der verstärkten Degradation fibrillären MMP-1 nicht nur zur Matrix- und 
Knochendegradation, sondern darüber hinaus auch zu Änderungen des perineoplastischen 
Gewebes. 
 
4.5.2 MMP-2 
 
MMP-2 bildet zusammen mit MMP-9 die Klasse der Gelatinasen, die als Substrate Gelatin, 
Laminin, Nidogen u.a. proteolytisch degradieren. MMP-2 spielt eine bedeutende Rolle bei 
der Angiogenese. Tumorzellen, die eine reduzierte MMP-2-Sekretion aufwiesen, besaßen 
im Chorionallantoismodell ein geringes angiogenetisches Potential und MMP-2-defiziente 
Mäuse wiesen deutliche Störungen in der Tumorangiogenese auf [125, 126].  
 
Weiterhin ist MMP-2 ein wichtiger Aktivator der Proenzyme proMMP-9 und proMMP-13 
[51]. Beide Proteasen sind stark in die Tumorprogression und -metastasierung involviert. 
Beim multiplen Myelom konnten Vacca et al. beobachten, dass die Stärke der MMP-2-
Expression mit der Tumorprogression korreliert. Im MGUS-Stadium oder in der 
nichtaktiven Phase der Erkrankung zeigten Myelomzellen eine deutlich niedrigere 
Expression von MMP-2 als Zellen aus aktiven Tumoren. Parallel zur vermehrten MMP-2-
Expression nahm die Tumorgefäßdichte und das Angiogenese-induzierende Potential der 
Myelomzellen zu [62]. In einem anderen Versuch zeigte die selbe Gruppe, dass Myelom-
Endothelzellen im Vergleich zu humanen Nabelschnurvenen-Endothelzellen (HUVECs) 
stärker zur Gefäßformation neigen und MMP-2 verstärkt exprimieren [60]. Die hier 
vorgestellten Ergebnisse bieten in Ergänzung zu den Erkenntnissen jener Gruppe eine 
Erklärung für den Induktionsmechanismus von MMP-2 und damit die Möglichkeit einer 
gezielten Inhibition derselben. 
 
4.5.3 MMP-9 
 
MMP-9 ähnelt in einigen Funktionen MMP-2. Auch MMP-9 ist ein unabdingbarer Faktor 
für die Tumorangiogenese. In verschiedenen physiologischen oder Tumor-Mausmodellen 
wurde nach knock-out des MMP-9-Gens ein vermindertes angiogenetisches Potential 
festgestellt [45].  
 
Zudem spielt MMP-9 bei der Tumorinvasion und -metastasierung eine tragende Rolle. Die 
Migration zahlreicher Zelltypen in physiologischen Reaktionen wie Entzündung und 
Wundheilung, aber auch in der Tumorinvasion, ist von MMP-9 abhängig. [38, 93, 127, 
128] 
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Im Rahmen der Knochenresorption, die beim multiplen Myelom für eine große Zahl 
tumorbedingter Komplikationen veranwortlich ist, spielt MMP-9 eine bedeutende Rolle. 
Aktivierte prä-Osteoklasten, die sich vom monozytären Makrophagensystem ableiten, 
benötigen die proteolytische Funktion von MMP-9, um durch die periossäre ECM zur 
Kalzifikationsschicht des Knochens vorzudringen [129]. MMP-Inhibition durch künstliche 
oder endogene MMP-Inhibitoren verhindert diese Migration und schränkt das 
osteolytische Potential der Osteoklasten ein [130]. Osteoklastendifferenzierungsfaktoren 
wie RANKL oder SDF-1 induzieren die Sekretion von MMP-9 und Cathepsin K, die 
wahrscheinlich in zeitlicher Abfolge an der Osteolyse beteiligt sind [130]. MMP-9, MMP-1 
und andere MMPs initiieren die Knochendestruktion bei neutralem pH, die im sauren 
Milieu durch die Protease Cathepsin K fortgeführt wird [131]. Die Proteolyse der 
Knochen- und Knorpel-ECM setzt außerdem chemoattraktive Stoffe frei, die wiederum 
neue Osteoklasten an die Resorptionsstelle rekrutieren [55, 129]. 
  
Sezerniertes pro-MMP-9 wird von MMP-2 und MMP-13 aktiviert. Nach der Aktivierung 
wird MMP-9 an Oberflächenrezeptoren wie CD-44, ICAM-1 oder Proteine der Klasse der 
Integrine gebunden [36, 132] Auch aktiviertes MMP-1 wird durch die Moleküle 
EMMPRIN oder Integrin an die Zelloberfläche gebunden [133]. Im Falle von MMP-2 
erfolgt die Interaktion mit der Zellwand über die Hämopexin-Domäne mit ανβ2-integrin 
[133]. Diese Oberflächenbindung der Matrixmetalloproteinasen erlaubt einen gezielten 
Einsatz der proteolytischen Aktivität sowie eine Aktivitätskontrolle. Die 
Zelloberflächenlokalisation von MMP-9 ist zum Beispiel essentiell für die Funktionen bei 
Invasion und Metastasierung [134]. Sie erfolgt gezielt an den Spitzen der Invadopodien, 
welche die vorderste Front der Zellinvasion darstellen. 
Zum anderen ermöglicht die Bindung sezernierter MMPs auch Zellen, die keine Proteasen 
produzieren, eine Rekrutierung parakrin sezernierter MMPs. 
Die in den hier vorgestellten Experimenten beobachtete ausschließliche Induktion von 
MMP-9 durch Zell-Zell-Kontakte hat verschiedene Auswirkungen. Einerseits ist sie ein 
Kontrollmechanismus, der die Produktion von MMP-9 auf die unmittelbare Umgebung 
der Plasmazellen beschränkt. Andererseits können die von den Fibroblasten vermehrt 
produzierten und freigesetzten MMP-9-Proteine durch andere Zelltypen wie die 
Myelomzellen oder auch Osteoklasten über Oberflächenrezeptoren rekrutiert werden. So 
erweitert sich die biologische Reichweite und Bedeutung der in den hier vorliegenden 
Experimenten verstärkt exprimierten Metalloproteinasen. 
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4.6 Modulation der MMP-Expression durch Zytokine 
 
An die Erkenntniss, dass MMP-1 und MMP-2 durch U266-konditioniertes Medium 
induziert werden konnten, schloss sich die Frage an, welche Zytokine für die Stimulation 
verantwortlich sind und welche Faktoren diese Induktion beeinflussen. Es wurden die 
Zytokine für eine nähere Untersuchung ausgewählt, die in der Umgebung von Tumoren 
verstärkt exprimiert werden und in Versuchen anderer Gruppen wiederholt eine MMP-
Induktion bewirkt hatten. Die Zytokine TGF-beta, TNF-alpha und IL-1beta erfüllten alle  
diese Kriterien und wurden deshalb auf ihre Bedeutung für das multiple Myelom 
untersucht. 
 
Die hier präsentierten Versuche hatten eine Induktion der MMP-1-mRNA und des MMP-
1-Proteins durch konditioniertes Medium gezeigt. Deshalb wurde für MMP-1 die Wirkung 
der Zytokine auf die Transkription und Proteinsekretion untersucht. Der Effekt auf die 
MMP-2-Expression wurde in ELISA-Experimenten untersucht, da hier nur eine Induktion 
auf Proteinebene stattgefunden hatte. 
  
Die MMP-1-mRNA-Produktion wurde in den vorliegenden Untersuchungen durch die 
Stimulation mit TGF-beta gesenkt. TGF-beta zeigt je nach Zelltyp unterschiedliche  
Auswirkungen auf die Expression von MMP-1 [69, 76, 77]. Überwiegend wurde jedoch ein 
inhibierender Effekt auf die MMP-Expression nach TGF-beta- Stimulation beobachtet [66, 
135]. Mäuse, deren TGF-beta-Produktion durch Gen-Knockout ausgeschaltet wurde, 
zeigten eine verstärkte matrixdegradierende Aktivität [136].  Die hier präsentierten 
Beobachtungen gehen konform mit den Ergebnissen von Yuan et al., die eine deutliche 
Senkung der MMP-1-mRNA-Expression nach Stimulation dermaler Fibroblasten durch 
TGF-beta festgestellt hatten [77, 137]. Auch in den hier vorliegenden Ergebnissen fällt die 
MMP-1-mRNA-Konzentration nach TGF-beta-Stimulation ab. Die für diese Arbeit 
untersuchten Fibroblasten werden also durch TGF-beta inhibiert. [102]. 
 
Diese inhibitorische Wirkung von TGF-beta schließt allerdings seine Anwesenheit im 
U266-konditionierten Medium nicht aus. TGF-beta besitzt im Zusammenspiel mit anderen 
Zytokinen signalmodulierende Eigenschaften, die in eine Zellantwort einfließen können, 
ohne einen dominierenden Charakter zu besitzen [137]. TGF-beta ist jedoch offensichtlich 
nicht die Ursache für die beobachtete Steigerung der MMP-1-mRNA-Konzentration.  
 
Die Wirkung von TNF-alpha und Il-1β wurde durch Zugabe von inhibierenden 
Antikörpern zu U266-konditioniertem Medium untersucht. Analog zu TGF-beta wurde für 
MMP-1 der Effekt auf die mRNA-Produktion und die Proteinexpression mittels ELISA, für 
MMP-2 nur die Proteinexpression betrachtet.  
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Anti-TNF-alpha hatte keinen signifikanten Effekt. Die Inkubation mit anti-IL-1beta führte 
dagegen zu einer signifikanten Steigerung der MMP-1-mRNA-Konzentration. Auch im 
ELISA zeigte sich eine gesteigerte Sekretion von MMP-1 unter IL-1beta-Inhibition. Diese 
Reaktion der Fibroblasten erscheint auf den ersten Blick paradox und widerspricht der 
relativ häufigen Beobachtung, dass TNF-alpha und IL-1beta die MMP-1-Expression 
verstärken [66-68, 74, 75, 101]. Speziell die Versuche von Barillé et al. zeigten eine 
verstärkte Expression von MMP-1 nach Stimulation mit IL-1beta und TNF-alpha [95].  
 
Die Mehrzahl der in der Literatur beschriebenen Experimente nähert sich dem Thema mit 
Methoden, die von den hier präsentierten abweichen. In vielen Arbeiten, so auch in 
Barillés, wird zwar ein stimulatorischer Effekt durch Medium oder Zell-Zell-Kontakt 
nachgewiesen. Die Stimulationsversuche werden jedoch nicht mit inhibierenden 
Antikörpern, sondern mit isolierten Zytokinen durchgeführt. Die Antworten sind 
entsprechend eindeutiger, weil kein Netzwerk von Einflußfaktoren untersucht wird. Im 
hier gewählten Ansatz wird ein einzelnes Zytokin aus einer Reihe von modulierenden 
Faktoren selektiv inhibiert. Durch diese Versuche wird offensichtlich, dass IL-1beta im 
Zusammenspiel mit anderen Zytokinen eine eher inhibitorische Wirkung auf die MMP-1-
mRNA-Expression wie auch auf die Proteinsekretion ausübt. TNF-alpha scheint in diesem 
Zytokinnetzwerk keine modulierende Rolle zu spielen. Offensichtlich gibt es andere 
Faktoren, die in der Myelomzell-Fibroblasten-Interaktion einen deutlich stärkeren Einfluss 
auf die MMP-1-Expression ausüben. Sie sind uns aber zu diesem Zeitpunkt noch 
unbekannt. 
 
Die MMP-2-Sekretion wurde weder durch Antikörperinhibition von IL-1beta noch von 
TNF-alpha moduliert. Es liegt also ein Mechanismus vor, der sich von der MMP-1-
Induktion nicht nur durch die fehlende transkriptionelle Modulation, sondern 
offensichtlich auch durch die daran beteiligten Zytokine unterscheidet. Auch hier bleibt das 
lösliche Agens, das die vermehrte Sekretion von MMP-2 verursacht, unbekannt. Es konnte 
aber demonstriert werden, dass weder TNF-alpha, noch IL-1beta eine modulierende 
Wirkung auf die MMP-2-Sekretion ausüben. Es sind also weitere, grundlegende Versuche 
erforderlich, um MMP-2-induzierende oder -modulierende Substanzen im U266-
konditionierten Medium zu erkennen.  
 
4.7 MMP-Modulation durch Inhibition intrazellulärer Signalwege 
 
In jüngster Zeit konnte in beeindruckender Weise die Bedeutung der verschiedenen MAP-
Kinase-Signalwege für die Expression der Metalloproteinasen demonstriert werden [138, 
139] Zu diesem Zweck werden häufig spezifische Inhibitoren des MAPK-Pathways 
eingesetzt. Die Substanzen SB 202190 und SB 203580, zum Beispiel, sind Inhibitoren des 
p38-Signalwegs. Dieser Signalweg wird in besonderen zellulären Stresssituationen, aber 
auch durch Zytokine, aktiviert. Die Proteine des p38-Signalwegs lassen sich in vier 
DISKUSSION 
 73
verschiedene Isoformen einteilen (p38alpha, p38beta, p38gamma, p38delta). SB 202190 
zeigt eine ausgeprägte Selektivität für den p38alpha-Subtyp der Signalkaskade. SB 203580 
hingegen ist breiter wirksam und inhibiert sowohl den p38alpha-, als auch den 
p38beta-Pathway. Der MAPK-Inhibitor PD 98059 wirkt auf den ERK 1/2 – Signalweg, der 
zahlreiche Zytokinen und Wachstumsfaktoren aktiviert. 
 
4.7.1 MAP-Kinasehemmer und die MMP-1-Expression 
 
Die MMP-1-Expression, induziert durch U266-konditioniertes Medium, wurde in den 
vorliegenden Experimenten durch die Inhibition des p38alpha- und –beta–Signalweges, 
also durch SB203580, zusätzlich signifikant gesteigert. Die Inhibitoren SB202190 und 
PD98059 hatten keinen entscheidenden Einfluss auf die Induktion durch U266-stimuliertes 
Medium. 
 
Bei kokultivierten und mit MAPK-Pathwayhemmern inkubierten Zellen, zeigte sich eine 
zur vorgenannten Reaktion entgegengesetzte Wirkung. SB202190 und PD98059 blieben 
zwar weiterhin ohne Effekt, doch SB203580 senkte die MMP-1-Sekretion signifikant. 
 
Die Signalwege ERK1/2 und p38alpha alleine waren also offensichtlich in den hier 
vorgestellten Experimenten nicht fähig, einen Einfluß auf die Sekretion von MMP-1 
auszuüben. Die Inhibition von p38alpha und –beta zeigte zwei unterschiedliche, 
entgegengesetzte Effekte. Je nachdem, ob die Fibroblasten mit konditioniertem Medium 
oder durch Zell-Zell-Kontakte stimuliert wurden, steigerte oder senkte die Blockierung des 
Signalweges die MMP-1-Sekretion. 
 
Diese Ergebnisse führen zu folgenden Schlußfolgerungen: 
 
An der MMP-1-Induktion durch konditioniertes Medium und an der MMP-1-Sekretion in 
Folge von Zell-Zell-Kontakten sind unterschiedliche Signalwege beteiligt. Die MMP-1-
Sekretion kann durch mindestens zwei voneinander unabhängige 
Signaltransduktionskaskaden stimuliert werden. 
 
Die erste, durch lösliche Induktionsfaktoren aktivierte Kaskade wird durch die Aktivität der 
p38alpha und -beta-Kinasen inhibiert. Bei Blockade dieser letztgenannten Kinasen steigt 
die MMP-1-Produktion an. Die selektive Blockierung der p38alpha-Kinase reicht für 
diesen Effekt nicht aus. Auch eine Inhibierung des ERK-1/2-Signalwegs erreicht diese 
Wirkung nicht.  
 
Die zweite, durch Zell-Zell-Kontakte aktivierte Signalkaskade nutzt offensichtlich Teile des 
MAP-Kinasesystems, um MMP-1 zu exprimieren. p38alpha und in stärkerem Maße die 
Kombination aus p38alpha und –beta sind nach den Versuchsergebnissen an der 
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MMP-1-Sekretion ursächlich beteiligt. Hier führt die gezielte Inhibition der Kinasen zur 
Herunterregulierung der Expression. Der ERK1/2-Pathway hingegen trägt nicht zur MMP-
1-Sekretion in diesem Modell bei. 
 
4.7.2 MAP-Kinasehemmer und die MMP-2-Expression 
 
Ähnliche Aussagen können nach den Untersuchungsergebnissen auch für die MMP-2-
Expression getroffen werden. Die durch U266-konditioniertes Serum stimulierte Sekretion 
von MMP-2 zeigte keine Veränderung durch die Inhibitoren des MAPK-Pathways. Wie 
schon bei der Inhibition mit Antizytokin-Antikörpern, ist die induzierte Sekretion von 
MMP-2 nicht durch die hier angewendeten Inhibitoren modulierbar. 
 
Anders hingegen verhält es sich bei der MMP-2-Induktion durch Zell-Zell-Kontakt. 
Ähnlich wie bei MMP-1 stört die Inhibition der p38alpha und -beta-Kinasen die MMP-2-
Induktion. Im Gegensatz zur Situation bei MMP-1 vergrößert sich der Effekt durch die 
alleinige Inhibition von p38alpha, verglichen mit der Inhibition von p38alpha und –beta. 
Insgesamt ist der inhibitorische Effekt der MAPK-Hemmer auf die MMP-2-Sekretion 
geringer als auf die MMP-1-Sekretion.  
 
Der Einfluß der MAP-Kinasen auf die MMP-2-Expression läßt sich also folgendermaßen 
zusammenfassen: 
Die Stimulation der MMP-2-Sekretion durch lösliche Faktoren im U266-konditionierten 
Medium ist unabhängig vom ERK1/2 oder p38-Kinase-Pathway. Die Kinasen haben auch 
keinen modulierenden Einfluss auf die MMP-2-Sekretion. 
Zell-Zell-Kontakte induzieren ebenfalls die MMP-2-Sekretion und involvieren, wie bei 
MMP-1, die Funktion der MAP-Kinase p38. Die Blockierung von p38alpha durch 
SB202190 und von p38alpha und -beta durch SB203580 inhibiert die MMP-2-Induktion. 
Der ERK1/2-Pathway besitzt in diesem Zusammenhang offensichtlich keine 
modulierenden Eigenschaften. 
 
4.8 Schlussfolgerungen aus den Inhibitionsversuchen 
 
Die Inhibition des MAP-Kinase-Pathways bietet eine effektive Möglichkeit, in die Synthese- 
und Sekretionssteuerung der Matrixmetalloproteinasen einzugreifen. Offensichtlich sind 
die MAP-Kinasen wichtige Mediatoren der MMP-Produktion. Die hier vorgestellten 
Ergebnissen zeigen deutlich, dass vor allem die durch Zellstress und verschiedene Zytokine 
aktivierte p38-Kinase sowohl an der MMP-1- wie auch an der MMP-2-Regulation beteiligt 
ist. Die Steuerung ihrer Aktivität ermöglicht also die gezielte Modulation verschiedener 
Matrixmetalloproteinasen und damit auch die Möglichkeit, den  Phänotyp einer Zelle zu 
kontrollieren.  
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Allerdings sind die Funktionen der p38-Kinase offensichtlich von äußeren Einflußfaktoren 
abhängig. Unter Stimulation mit U266-konditioniertem Medium hat die p38-Kinase eine 
inhibierende Wirkung, unter Zell-Zell-Kontakt trägt sie hingegen zur verstärkten MMP-1- 
und MMP-2-Sekretion bei. Eine p38-Kinase-Inhibition könnte in vivo somit sowohl pro- 
wie auch antitumorale Effekte  ausüben. Um eine sinnvolle und gezielte Inhibition zu 
erreichen, sollten also alle zentralen,  an der MMP-Modulation beteiligten Einflußfaktoren 
bekannt und in ihrer Funktion hinreichend charakterisiert sein. Das auslösende Agens für 
die MMP-Induktion konnte bei den Untersuchungen weder bei den löslichen Faktoren 
noch bei den Zell-Zell-Kontakten gefunden werden. Durch Kombination und 
Interpretation der erzielten Ergebnisse lassen sich gleichwohl Rückschlüsse auf mögliche 
Kandidaten für eine MMP-Induktion ziehen. Im Folgenden werden die Ergebnisse mit 
Resultaten anderer Gruppen verglichen, verknüpft und gedanklich erweitert, um 
potentielle Urheber der MMP-Induktion durch Myelomzellen zu charakterisieren. 
 
Barillé et al. hatten die Wirkung von IL-6 und IL-6-Rezeptor (IL-6R) auf die MMP-1- und 
MMP-2-Expression demonstriert [140]. IL-6 spielt in der Pathogenese des multiplen 
Myeloms eine herausragende Rolle und ein Einfluß auf die MMP-1-Induktion durch 
konditioniertes Medium ist prinzipiell möglich. Seine Funktionen in der Zelle übt IL-6 
über die Aktivierung des Januskinase/signal transducer and activator of transcription 
(JAK/STAT)-Signalwegs aus. Der JAK/STAT- und der MAPK-Pathway können 
interferieren und gegenseitig inhibieren, woraus sich einige interessante Konsequenzen für 
die MMP-Induktion ableiten lassen. Die Interpretation der hier erzielten Ergebnisse im 
Hinblick auf eine mögliche IL-6-induzierte MMP-Expression wird durch folgende 
Hinweise gestützt: 
 
IL-1beta ist ein Zytokin, das bei Inflammation und in anderen Stresssituationen 
ausgeschüttet wird. Stimulation mit IL-1beta führt zur intrazellulären Aktivierung der 
stressaktivierten MAP-Kinasen, insbesondere der p38-Kinase und des 
Transkriptionsfaktors nuclear factor k B (NFkB). Sowohl die Aktivität der p38-Kinase als 
auch des nuclear factor kappa B (NFkB) inhibieren gezielt den IL-6-induzierten 
JAK/STAT-Pathway [141-143].  
Die Blockierung von IL-1beta, ebenso wie die Inhibition der p38-Kinase müsste folglich 
eine Steigerung der IL-6-Effektorproteinsynthese oder –sekretion zur Folge haben. In den 
vorliegenden Untersuchungen war genau dies der Fall. Inhibition von IL-1beta und p38 
führte zu einer gesteigerten Expression und Sekretion von MMP-1. 
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Ob IL-6 oder IL-6R nun die entscheidenden stimulatorischen Faktoren im U266-
konditionierten Medium sind, muss endgültig durch zukünftige Untersuchungen geklärt 
werden. IL-1beta und die p38-Kinase üben auch auf andere, IL-6-unabhängige Signalwege 
inhibitorische Funktionen aus. Dennoch bieten die vorliegenden Ergebnisse stichhaltige 
Indizien, die eine Beteiligung von IL-6 oder seinem Rezeptor an der U266-vermittelten 
Induktion von MMP-1 nahelegen. 
 
Auch für die Zell-Zell-Kontakt-induzierte Aktivierung von MMP-1 und MMP-2 ergeben 
sich aus der Datenlage Hinweise auf den Stimulationsmechanismus. Zwar kommen auch 
für die Zell-Zell-Aktivierung der Matrixmetalloproteinasen verschiedene 
Oberflächenmoleküle ursächlich in Frage. Der zur Zeit am besten charakterisierte und 
anscheinend auch bedeutendste Zellkontakt-Induktor der Matrixmetalloproteinasen ist 
jedoch das bereits erwähnte EMMPRIN. Der genaue Mechanismus der MMP-Induktion 
durch EMMPRIN ist noch unbekannt. Lim et al. konnten durch ihre Experimente 
demonstrieren, dass EMMPRIN zu einer selektiven Aktivierung der p38-MAP-Kinase 
führt, ohne jedoch die Aktivität der ERK1/2-Kinase zu erhöhen [79]. In den Versuchen 
dieser Gruppe führte ausserdem die Inhibition mit SB203580 zu einer Abnahme der 
EMMPRIN-induzierten MMP-1-Expression, während PD98059 keinen Effekt auf die 
Metalloproteinase-Expression hatte. Diese Ergebnisse stimmen mit den hier gefundenen 
Resultaten überein. Diese Daten weisen auf eine mögliche Beteiligung von EMMPRIN an 
der Matrixmetalloproteinase-Expression in dem hier untersuchten Stimulationsmodell hin. 
Letztendlich muss aber eine gezielte Untersuchung klären, ob EMMPRIN oder andere 
Zelloberflächenfaktoren die MMP-Induktion auslösen. 
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4.9 Diskussion der Ergebnisse der Array-Untersuchung 
 
Der Atlas Human Cell Interaction Array der Firma Clontech bietet die Möglichkeit, die 
mRNA-Expression 261 verschiedener Gene parallel zu untersuchen (s. komplette Genliste 
im Kapitel Anhang). Die Stimulation der hier untersuchten Fibroblasten mit U266-
konditioniertem Medium führte zu einer signifikanten Verminderung der mRNA-Spiegel 
zweier Genprodukte. Osteonectin und das Ras homologue gene family member A (RhoA) 
wurden nach Serumstimulation geringer exprimiert als vor der Stimulation. 
 
4.9.1 Osteonectin 
 
Osteonectin, das synonym auch secreted proteinic acid and rich in cystein (SPARC) oder 
basement membrane protein (BM40) genannt wird, ist ein nichtstrukturelles Protein der 
Extrazellulärmatrix und gehört zur Gruppe der matrizellulären Proteine. Sie nehmen 
während der Gewebereorganisation und in der embryonalen Entwicklung Einfluss auf die 
Zell-Matrix-Interaktion. Osteonectin wurde ursprünglich im Knochen entdeckt, wo es die 
größte nicht-kollagene Proteinfraktion darstellt. 
 
Es gibt sehr unterschiedliche Beobachtungen zur Rolle von Osteonectin in Neoplasien. In 
vielen Tumoren wird Osteonectin verstärkt exprimiert, so zum Beispiel in Gliomen, 
Mamma-, Bronchial- und Prostatakarzinomen [144-146]. Bei einigen dieser Tumoren 
wurde die verstärkte Expression von Osteonectin mit einer erhöhten Zellinvasivität und –
metastasierung korreliert. Jüngst konnten Untersuchungen von Koukourakis et al. zeigen, 
dass eine erhöhte Osteonectin-Expression bei nicht-kleinzelligen Bronchialtumoren mit 
einer schlechteren Prognose vergesellschaftet ist. Die selben Experimente demonstrierten 
ausserdem, dass Osteonectin nicht durch die Tumorzellen, sondern durch das sie 
umgebende nichtmaligne Stroma exprimiert wird [147]. Auf welche Weise Osteonectin 
diese Effekte vermittelt, ist unbekannt. Es konnte bisher kein Rezeptor für Osteonectin 
identifiziert werden. Allerdings wurde eine vermehrte Expression von 
Matrixmetalloproteinasen nach Stimulation mit Osteonectin beobachtet. 
 
Andere Gruppen konnten hingegen wiesen tumorinhibierende Effekte für Osteonectin 
nach. Dhanesuan et al. zeigten, dass eine vermehrte Expression von Osteonectin in 
Mammakarzinomzellen zu einer Wachstumsinhibition der Krebszellen führt [148]. In den 
Versuchen von Brekken et al. wuchsen in Osteonectin-knockout-Mäuse implantierte 
Tumoren deutlich schneller als in normalen Vergleichstieren [149]. Auch in ovariellen 
Karzinomen wurde eine Wachstumsinhibition durch SPARC gefunden [149]. 
 
Die Wirkung von Osteonectin/SPARC ist also tumorspezifisch. In den hier präsentierten 
Versuchen wurde Osteonectin durch Stimulation mit U266-konditioniertem Medium 
herunterreguliert. Die Bedeutung dieser Expressionsänderung kann nur durch weitere 
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Versuche sicher bestimmt werden. Die verminderte Osteonectin-Expression ist vielleicht 
Zeichen einer Phänotypveränderung. Durch das U266-stimulierte Medium wechseln die 
Fibroblasten eventuell vom matrixproduzierenden zum matrixdegradierenden Phänotyp. 
Häufig führt eine gesteigerte MMP-Expression zu einer verminderten Kollagen-Synthese. 
Auch Osteonectin ist ein Substrat der Matrixmetalloproteinasen. Deshalb macht eine 
konzertierte Expressionsinhibition bei gesteigerter MMP-Expression Sinn.  
 
Die hier beobachtete, reduzierte Osteonectin-Produktion steht im Widerspruch zu den 
Array-Expressionsversuchen von Hedvat et al. [150]. Diese Gruppe hatte in den 
Gewebeproben extramedullärer Myelome eine gesteigerte Osteonectin-Produktion im 
Vergleich zu medullären Myelomen gefunden. Sie untersuchten allerdings einen anderen 
Zelltyp, nämlich die Myelom-Plasmazelle, während in den vorliegenden Experimenten 
Fibroblasten im Mittelpunkt der Versuche standen. Das erklärt die unterschiedlichen 
Ergebnisse in Hinblick auf die Osteonectin-Expression. 
 
4.9.2 Ras homologue gene family member A (RhoA)  
 
Rho-Proteine gehören zur Superfamilie der Ras GTPasen. Es handelt sich um kleine 
Moleküle (20-25 kDa) mit einer  GTP/GDP-Bindungsstelle. Diese Bindungsstelle bestimmt 
über die Aktivität des Proteins. Bindet GTP, so ist das Molekül aktiv, bindet GDP an die 
spezifische Bindungsstelle, so wird seine Aktivität gehemmt. Äußere Faktoren wie Zytokine 
oder Wachstumsfaktoren können über die Produktion von GDP bzw. GTP Einfluss die 
Aktivität der Rho-Faktoren beeinflussen [151]. 
 
Die Rho-Proteine spielen primär eine Rolle bei der Gestaltung und Kontrolle des Actin-
Zytoskeletts und bei der Ausbildung von Zell-Zell-Kontakten durch Zelladhäsionsmoleküle 
wie Cadherin. Aktiviertes RhoA führt zum Beispiel zur Bildung von Stressfasern und 
fokalen Zell-Zell-Adhäsionen. Darüber hinaus haben Rho-Proteine eine stattliche Reihe 
anderer Funktionen. Sie können intrazelluläre Signalwege wie den MAPK-Pathway steuern. 
Aktiviertes RhoA kann zum Beispiel seinerseits indirekt die Januskinase (JNK), ERK- oder 
NFkB-Aktivität modulieren. Dadurch werden wiederum Transkriptionsfaktoren aktiviert, 
welche die Expression verschiedener Gene modulieren [151].  
 
Desweiteren haben Rho-Proteine Einfluss auf die Regulierung des Zellzyklus. Dauerhaft 
aktivierte RhoA-Mutanten besitzen zelltransformierende Eigenschaften hin zu einem 
tumorösen Phänotyp. Außerdem wird durch die RhoA-Funktion die Zellmotilität und –
invasionsfähigkeit gefördert [152]. 
 
DISKUSSION 
 79
In den vorliegenden Versuchen führte die Stimulation der Fibroblasten mit U266-
konditioniertem Medium zur Herunterregulierung der RhoA-Expression. Die verminderte 
Expression von RhoA kann vielfältige Auswirkungen auf die Funktionen der Fibroblasten 
haben. Primär sind Veränderungen im Actin-Zytoskelett sowie in der Zell-Zell-Adhäsion 
zu erwarten. Ob die verminderte RhoA-Aktivität in den hier vorgestellten Experimenten 
auch Auswirkungen auf die MMP-Expression hat, eventuell über ihren Einfluss auf 
intrazelluläre Signalkaskaden, ist unbekannt. Die MMP-9-Produktion soll nach den 
Ergebnissen von Denoyelle et al. durch eine verstärkte RhoA-Aktivität gesteigert werden 
[153]. In den vorliegenden Experimenten wurde die RhoA-Expression aber durch 
konditioniertes Medium gesenkt, während die MMP-Expression anstieg. Das macht die 
ursächliche Beteiligung des RhoA-Proteins an der MMP-Steigerung unwahrscheinlich. 
Welche weiteren Auswirkungen die gesenkte RhoA-Aktivität auf die Fibroblasten hat, kann 
nur durch weitere Experimente geklärt werden. 
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4.10 Methodenkritik 
 
Im folgenden Abschnitt werden einzelne Aspekte des Versuchsaufbaus und der angewandten 
Methoden kritisch betrachtet und die Möglichkeit einer Modifizierung für zukünftige Arbeiten 
dargestellt. 
 
4.10.1 Das Myelomzell-Fibroblasten-Interaktionsmodell 
 
Das hier verwendete Tumor-Fibroblasten-Interaktionsmodell soll die Wechselwirkungen 
von Myelomzellen mit dem sie umgebenden Stroma simulieren. Dabei handelt es sich um 
ein vereinfachendes Modell. In der normalen Knochenmarksumgebung interagieren 
verschiedene Typen von Knochenmarksstromazellen mesenchymalen Ursprung mit den 
Myelomzellen. Die parakrine Stimulation durch diese Zellen wurde in dieser Untersuchung 
ausgeblendet, ebenso der Einfluß von Extrazellulärmatrixkomponenten auf die MMP-
Expression. 
 
Stattdessen wurde für das Interaktionsmodell Tumor - Stroma dieser Arbeit eine primäre 
Fibroblastenkultur gewählt. Auch wenn diese Fibroblasten kein Bestandteil des normalen 
Knochenmarkstromas sind, enstammen dennoch auch sie der mesenchymalen Zellreihe. 
Sie sind, wie das Knochenmarkstroma, aktiv an der Synthese und Degradation der 
Extrazellulärmatrix beteiligt. Am Beispiel der Fibroblasten konnten in dieser Arbeit 
exemplarisch Mechanismen der MMP-Induktion beschrieben werden. Auch wenn die 
Ursachen für diese Expressionssteigerung nicht hinreichend identifiziert werden konnten, 
ist doch ein Grundstein gelegt, der die weitere Erkundung dieses Gebietes möglich macht. 
Sollte in Zukunft das Zusammenspiel eines Zelltyps mit der Myelomzelle hinreichend 
geklärt sein, könnte das Modell um eines oder mehrere Elemente des 
Knochenmarkstromas erweitert werden. 
 
4.10.2 Semiquantitative real-time-RT-PCR 
 
In den Untersuchungen wurden einerseit die Methoden semiquantitative real-time-PCR 
und die Array-Technologie angewendet. Damit wurde die intrazelluläre mRNA-
Konzentration gemessen. Zum anderen wurde die Konzentration einiger sezernierter 
MMP-Proteine im Mediumüberstand mit der ELISA-Methode bestimmt. Während die  
ELISA- und die Array-Technologie (deren methodischer Kernbestandteil letztlich eine RT-
Reaktion ist) schon seit Jahrzehnten als Methoden in der Forschung etabliert sind, ist die 
real-time-PCR eine relativ junge Technologie. Sie ist schneller, verläßlicher und sensitiver 
als klassische RNA-Quantifizierungsmethoden wie Northern Blot oder RT-PCR mit 
Gelelektrophorese. Diese Vorteile lassen sich nur bei optimierten Versuchsabläufen und 
Wahl des passenden Gens zur Normalisierung nutzen. 
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4.10.3 Bedeutung der Primerwahl und der Reaktionseffizienz 
 
Wie bereits im Abschnitt Material und Methoden ansatzweise diskutiert, haben 
Ausgangskonzentration, Reverse Transkription und Effizienz der PCR Einfluß auf die 
Menge des PCR-Produktes. Die Effizienz der PCR wird für jede Reaktion durch 
LightCycler-System errechnet und Versuchsansätze mit unbefriedigender Effizienz können 
von der Auswertung ausgeschlossen werden. Ausschließlich Versuche mit einer Effizienz 
>1,9 flossen in die Auswertung dieser Arbeit ein. 
 
4.10.4 Auswahl des internen Vergleichsparameters (Housekeeping-Gen) 
 
Um die Konzentrationen einer Ziel-mRNA in verschiedenen Zellen in Beziehung 
zueinander setzen zu können, benötigt man einen Normalisierungsstandard. Er soll die 
Eigenschaft besitzen, von allen Zellen konstitutiv, konstant, vergleichbar und von äußeren 
Einflüssen unverändert exprimiert zu werden. 
 
Für die Versuche dieser Arbeit wurde beta-Actin als Normalisierungsstandard ausgewählt. 
beta-Actin gehört zu den sogenannten Housekeeping-Genen wird also konstitutiv 
exprimiert, und entspricht in seinen Eigenschaften weitgehend den oben genannten 
Anforderungen an einen Normalisierungsstandard. 
 
Die Eignung von beta-Actin für die semiquantitative real-time-RT-PCR wurde durch 
Kreuzer et al. [154] beschrieben. Zahlreiche semiquantitative Untersuchungen mit beta-
Actin als internem Normalisierungsstandard sind publiziert worden und beta-Actin ist als 
interner Standard für die semiquantitative real-time-PCR anerkannt. 
 
In zunehmendem Maße wird jedoch von verschiedenen Autoren auf die mögliche Varianz 
in der beta-Actin -Expression hingewiesen [155]. Dennoch konnte bisher noch kein 
qualitativ besserer interner Standard für mRNA-Untersuchungen charakterisiert werden. 
Hochkonstant exprimierte Normalisierungsstandards wie 18S rRNA wurden zwar 
beschrieben, sind aber für die mRNA-Expressionsuntersuchung ungeeignet [155]. Letztlich 
ist die Reliabilität von beta-Actin als Standard auch vom untersuchten Zelltyp abhängig. 
Durch Vorversuche in unserem Labor konnte gezeigt werden, daß die von uns 
verwendeten Zelltypen beta-Actin konstant exprimieren. Somit ist die Reliabilität der hier 
publizierten Daten sichergestellt. 
 
Trotzdem sollte für zukünftige Experimente versucht werden, einen externen, 
unabhängigen Standard zu etablieren. 
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Da trotz aller Qualitätskontrollen die RNA-Gewinnung, Reverse Transkription und PCR 
einer gewissen Varianz unterliegen, wurden nur Expressionsveränderungen von >50% des 
Ausgangswertes als signifikant interpretiert. Eine Kontrolle der Ergebnisse erfolgte 
außerdem durch die ELISA-Versuche, in denen die Effekte mRNA-Expressionssteigerung 
in Form von vermehrt sezerniertem Protein überprüft wurde. 
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5 Zusammenfassung 
 
Das multiple Myelom ist eine Neoplasie reifer, Immunglobulin produzierender B-
Lymphozyten. Typisch für die Erkrankung sind die multiple Knochenmarksdissemination 
und die im Verlauf entstehenden, zahlreichen osteolytischen Läsionen. Diese und weitere 
pathogenetische Prozesse der Erkrankung gehen mit einer massiven Degradation und 
Remodellierung der Extrazellulärmatrix (ECM) einher, an der in entscheidendem Maße die 
Matrixmetalloproteinasen (MMPs) und ihre spezifischen Inhibitoren (TIMPs) beteiligt 
sind. Die Matrixremodellierung wird durch die Tumorzellen initiiert, aber hauptsächlich 
durch das den Tumor unmittelbar umgebende Stroma durchgeführt. 
 
In dieser Arbeit wurde die Expression der Matrixmetalloproteinasen in Tumorzellen der 
Myelomzelllinie U266 und in Stromazellen, in diesem Falle humanen dermalen 
Fibroblasten, durch semiquantitative real-time RT-PCR und ELISA untersucht. Die 
Myelomzelllinie zeigte eine relativ schwache Expression von MMP-1, MMP-2, MMP-9 und 
TIMP-2, wohingegen die Fibroblasten MMP-1, MMP-2, MMP-7, MMP-9, TIMP-1 und 
TIMP-2 exprimierten. 
 
In Folgeversuchen wurde der Einfluss der Myelomzellen auf die MMP-Expression im Sinne 
einer Tumor-Stroma-Interaktion gemessen. U266-konditioniertes Medium steigerte die 
Expression von MMP-1 im RT-PCR- und im ELISA-Versuch. Eine vermehrte Expression 
von MMP-2 wurde im ELISA, nicht jedoch in der RT-PCR gemessen. Dadurch wurde 
gezeigt, dass von Myelomzellen sezernierte Faktoren die MMP-Produktion in Fibroblasten 
sowohl transkriptionell wie posttranskriptionell beeinflussen.  
 
Um die Ursache dieser Expressionssteigerung zu identifizieren, wurden inhibierende 
Antikörper gegen ausgewählte Zytokine (TNF-alpha, IL-1beta) zum U266-konditionierten 
Medium hinzugegeben. Dies führte zu einer Steigerung der MMP-1-Expression durch 
Inhibition von IL-1beta. Mit TGF-beta konditioniertes Medium senkte die MMP-1-
Expression.  
 
Durch Inhibition intrazellulärer Signalwege der Mitogen-aktivierten Protein-Kinase-
(MAPK)-Kaskade wurde gezeigt, das die stressaktivierte p38-Kinase die Stimulation durch 
konditioniertes Medium inhibiert. 
 
Der Faktor, welcher die Expressionssteigerung durch U266-konditioniertes Medium 
auslöst, wurde letztlich nicht identifiziert. 
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Die Kokultivierung von U266 und Fibroblasten führte zu einer vermehrten Produktion von 
MMP-2 und MMP-9. Dadurch wurde indirekt die Existenz von U266-
Zelloberflächenfaktoren demonstriert, welche die Expression von MMP-2 und MMP-9 in 
Fibroblasten stimulieren. 
 
Die Beteiligung intrazellulärer Signalwege der MAPK-Kaskade an dieser Zell-Zell-
Stimulation wurde durch spezifische MAPK-Inhibitoren untersucht. Sie zeigte eine 
deutliche Senkung der MMP-1- und MMP-2-Induktion durch Inhibition der p38-Kinase. 
 
Im Zell-Zell-Interaktionsmodell dieser Arbeit wurden verschiedene Mechansimen 
gefunden, durch die Myelomzellen die Produktion von Matrixmetalloproteinasen in 
nichtmalignen Stromazellen anregen. Auf diese Weise tragen Stromazellen zur Progression 
der Neoplasie bei. Der Effekt einzelner Zytokine und intrazellulärer Signalwege auf die 
MMP-Expression wurde demonstriert und somit Möglichkeiten der MMP-Expressions-
Inhibition aufgezeigt. Die löslichen und zellulären Faktoren, welche die MMP-Produktion 
steigern sind unbekannt und werden das Ziel weiterer Versuche darstellen. 
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7 Anhang 
7.1 Genliste 
 
Genliste des Clontech® Atlas Human Cell Interaction Array (PT 3550-3)  
aus dem Jahr 2000. 
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Abb. 26: Schematischer Aufbau des Human Cell Interaction Array: Auf jeder Koordinaten-Position des 
Arrays sind zwei identische cDNA-Sonden mit den unten aufgelisteten Gensequenzen fixiert. 
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